ORGANISATION MONDIALE DE LA PROPRIETE INTELLECTUELLE 
Bureau international 




PCX 

DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIEE EN VERTU DU TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification internationale dcs brevets ^ : 

C12N 15/86, 15/38, 15/45, C07K 14/03, 
14/055, 14A25, 14/165, A61K 39/17, 
39/215, 39/245, 39/255 



Al 



(11) Numero de publication internationale: WO 98/27215 
(43) Date dc publication internationale: 25 juin 1998 (25.06.98) 



(21) Numero de la demande internationale: PCT/FR97/02307 

(22) Date dc d^pot international: 15 d^cembre 1997 (15.12.97) 



(30) Donnees relatives a la prioritd: 

96/15687 16 d6cembre 1996(16.12.96) FR 



(71) Deposant: MERIAL [FR/FR]; 17. rue Bourgelat. F-69002 

Lyon (FR). 

(72) Invcntcurs: AUDONNET, Jean-Chris tophe, Francis; 

130. rue Duguesclin, F-69006 Lyon (FR). BUBLOT, 
Michel, Joseph. Marie; 18 bis, rue Sartoretti, F-69290 
Saint-Genis-les-Olli^res (FR). LAPLACE. Eliane, Louise, 
Fran^oise; 4. boulevard du G6n6ral de Gaulle, F-69600 
Oullins (FR). 

(74) Mandatairc: COLOMBET. Alain; Cabinet Lavoix. 2, place 
d*Esticnnc d'Orves. F-75441 Paris Cedex 09 (FR). 



(81) Etats desiRncs: AL. AM. AT. AU. AZ. BA. BB, BG, BR. BY, 
CA. CH. CN. CU. CZ. DE. DK, EE. ES, FI. GB. GE. GH. 
HU. ID, IL. IS. JP. KE, KG. KP, KR. KZ. LC. LK. LR. 
LS, LT. LU. LV, MD, MG. MK. MN. MW, MX. NO. NZ. 
PL. PT. RO. RU. SD. SE. SG. SI. SK, SL, TJ. TM, TR. 
TT. UA, UG. UZ. VN, YU. ZW, brevet ARIPO (GH, GM, 
KE. LS, MW, SD. SZ, UG. ZW), brevet eurasien (AM. AZ. 
BY. KG. KZ. MD. RU, TJ. TM), brevet curop6en (AT. BE. 
CH. DE. DK. ES. Fl. FR, GB. GR. IE. IT. LU. MC. NL. 
PT. SE). brevet OAPI (BF. BJ. CF. CG. CI. CM. GA. GN. 
ML. MR. NE. SN. TD, TG). 



Publi^c 



Avec rapport de recherche internationale. 

Avant r expiration du delai prevu pour la modification des 

revendications, sera republiee si de telles modifications sont 

regues. 



(54) Title: LIVE RECOMBINANT AVIAN VACCINE. USING THE INFECTIOUS LARYNGOTRACHEITIS AVIAN VIRUS AS 
VECrrOR 

(54) Titrc: VACCIN VfVANT RECOMBINANT AVIAIRE. UTILISANT COMME VECTEUR LE VIRUS DE LA LARYNGOTRA- 
CHEITE INFECrriEUSE AVIAIRE 



The Invention concerns a live re- 
combinant avian vaccine containing, as 
vector, an ILTV virus comprising and 
expressing at least a heterologous nu- 
cleotide sequence, said sequence being 
inserted in the insertion locus formed 
by the IRES (internal ribosome entry 
site) located between the stop coding 
units of COL B and COL C of the 
ILTV and which, in a particular ILTV 
strain, is defined between nucleotides 
908 and 994 al the SEQ ID NO: 1. 

(57) Abrcgc 

Un vaccin vivani recombinant 
aviaire comprenant, comme vecteur. 
un virus ILTV comprenant el 
exprimant au moins une s6quence 
nucleotide het6rologue, cetlc sequence 
nucldoiidique 6iant inser6e dans le 
locus d*insenion form6 par rintergine 
situ6 entre les codons stop des COL 
B et COL C UMLTV el qui. dans une 
souche d'lLTV particuli^re. est d^fini 
entre les nucleotides 908 el 994 ia 
SEQ ID NO: I. 
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Vaccin vivant recombinant aviaire, utilisant comme vecteur le virus de la 
laryngotracfaeite infectietise aviaire. 



•issasxa-iotfc.,-, ~* w.*^ ♦v«csije5*W!<ar-'^-^s*'-A^ >ii'&c;i'li:?55c>S25ftff^^ fe'«ft^'^-*r?..A«t«E>---= 



La presente invention a trait i des vaccins i usage aviaire a base de vims de la 
laryngotracheite infectieuse (ILTV), dans lequel a ete inseree. par recombinaison 
5 genetique, au moins une sequence nudfotidique hdterologue, notamment codant pour, 
et exprimant, un polypeptide antigenique d'un agent pathogene aviaire, dans des 
conditions assurant une immunisation conduisant i une protection efficace de I' animal 
vaccine contre iedit agent pathogene. 

Le vims de la laryngotrachdite infectieuse (ILTV) est un alphalierpesvims (B. 
10 Roizman, Arch. Virol. 1992. 123. 425-449) qui provoque une pathologie respiratoire 
imporranie (la laryngotracheite infectieuse ou ILT) chez le poulet (L.E. Hanson ei T.J. 
Bagusi, Diseases of Poultry 9th edn I99l.pp 485-495. Ames. Iowa Scate University 
Press). Us vaccins acniellement disponibles contre cette affection coniienneni une souche 
aitenuee adminisirable par differenies voies dont les voies iniranasales. conjonctivales. 
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cloacales. dajis I sau de boisson et par aerosol (LE. Hanson et T.J. Bagust. Diseases of 
Poultry 9th Edition I99l.pp 485-495. Ames. Iowa State University Press). 

Us etudes de biologic moleculaire du virus ILTV ont permis de caracteriser le 
genome viral (M.A. Johnson etai. Arch. Vtrol. 1991. 119. 181-198) et d'idemifier 
quelques genes du virus (A.M. Griffin. /. Gen. Virol. 1989. 70. 3085-3089) dont les 
genes codani pour la thymidine Icinase (UL23) (A.M. Griffin et M.E.G. Boursnell. /. 
Gen. Virol. 1990. 71. 841-850; C.L. Keeler ef ai. , /Iwan Dir. 1991. 35. 920-929). la 
glycoprotelne gB (UU7) (A.M. Griffin. J. Cen. Vtrol. 1991. 72. 393-398; K. 
Kongsuwan et al.. Virology 1991. 184. 404^10; D.J. Poulsen et al. . Virus Genes 1991. 
S. 335-347). la glycoproteine gC (UL44) (D.H. Kingsiey etaL, Virology 1994. 203. 
336-343). la proieine de capside p40 (UL26) (A.M. Griffin. NucL Acids Res. 1990. 18. 
3664). la proteine homologue de la prot6ine ICP4 de I'herpis simplex (HSV-1) (M.A. 
Johnson et aL, Virus Research 1995. 35. 193-204), les protdines homologues aux 
proteines ICP27 (UL54). glycoproteine gK (UL53) et DNA h^Iicase (UL52) de THSV-l 
15 (M.A. Johnson et aL, Arch. Virol. 1995. 140. 623-634). la ribonucleodde reductase 
(A.M. Griffin. J. Gen. Virol. 1989. 70. 3085-3089, WO-A-90/02802). les gene ULl a 
UL5 (W. Fuchs et T.C. Metientleiter, /. Gen. Virol. 1996. 77. 2221-2229). les genes 
presents dans la sequence unicpie courte du genome (Uj)J^M, A. Johnson et aL, DNA 
Sequence- The Journal of Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. ppl9I.l94: K. 
20 Kongsuwan et al.. Arch. VtroL 1995. 140. 27-39; K. Kongsuwan et aL , Virus Research ^ 
1993. 29. 125-140; K. Kongsuwan etaL, Virus Gene 1993. 7. 297-303; M.A. Wild et 
aL. Virus Genes 1996. 12. 107-116; WO-A-92/03554; WO-A-95/08622). 

La presente invendon a pour objectif de mettre au point un vaccin aviaire a base 
de virus ILTV recombinant exprimant un gene hetirologue, ce virus etint capable de se 
25 repiiquer et d'induire une immunite chez I'hdte vaccina tout en conseivant une bonne 
innocuiie. 

Un autre objectif de 1' invention est de proposer un tel vaccin qui soit en meme 
temps particulieremeni efficace centre la laryngotracheite infectieuse (ILT). 

Un autre objectif de i' invention est de proposer un tel vaccin qui soit utilisable 
dans la vaccination de masse par voie mucosale. par exemple par voie aerosol ou dans 
l eau de boisson, de telle maniere que la replication du virus au niveau mucosal permette 



30 
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d-induire une immuniie mucosale et systemique. Une telle immunite mucosale sera 
paniculierement efficacc pour lucter centre les maladies respiratoires. ainsi que centre 
les aucres maladies pour lesquelles la pone d'entree de ragent paihogene est mucosale. 

Un autre objectif de rinvenuon est de proposer un tel vaccin qui solt utilisable 
aussi bien chez les adultes que chez les jeunes aniraaux. 

Un objectif specifique est de proposer un lel vaccin utilisable dans la vaccination 
de masse par voie mucosale des tout jeunes animaux tels que les poussins d'un jour. 

Un autre objectif de Imvention est de proposer un vaccin centre I'lLT qui ait une 
fficacite accnie par rapport 4 la souche parentale et qui puisse meme eventuellement 
permenre 1' insertion et I'expression d'un gine Wtfrologue. 



10 e 



Au cours de leurs tiavaux sur le viras ILTV, les inventeurs ont irouve une region 
..genomique qui. slesr reveles tout i fait-approprice comme site d'insertion de genes 
heterologues. Cela a pcnnis de metne au point un vaccin vivant recombinant a base d'un 
1 5 vecteur ILTV dans lequel est inseree au moins une sequence codant pour un immunogene 
aviaire, en paniculier les proteines HN et Fdu virus de la maladie de Newcastle (NDV). 
et/ou la glycoproteine gB du vims de la maJadie de Marek (MDV). ei/ou la proteine VP2 

bronchite infcctieuse (IBV). Un tel vaccin incorporant une sequence codant pour des 
20 proteines du NDV, du MDV et/ou de TBV assure une protection saiisfaisante des 
animaux centre la maladie de Newcastle, centre la maladie de Marek, centre la maladie 
de Gumboro, et centre la bronchite infectieuse respectivement. 



La prcscnte invention a done pour objtt un vaccin vivant recombinant aviaire 
comprenant, comme vecteur. le vims ILTV comprenant au moins une sequence 
25 nucleotidique hetdrologue, notammeni codant pour, et exprimant, un polypeptide 
ancigenique d'un agent paihogene aviaire, inseree dans le locus d' insertion forme de 
riniergene sicue entre les codons "stop" des COL-B ct COL-C du virus ILTV ei qui. 
dans une souche ILTV paniculiere, est dcfini entre les nucleotides 908 ct 994 a la 
sequence SEQ ID NO:L 
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-Si la sequence paniculiere decrite dans la demande (SEQ ID NO: I) provient de 
la souchc vaccinalc d'lLTV T-20 12-8-66 provenant de Select Laboratories (10026 Main 
Scre-t P.O. Box 6 Berlin, Maryland 21811, USA), il est bien evident que Thommc du 
metier pourra utiliser les autres souchcs d'lLTV. compte-tcnu des informations donnecs 
5 dans la presente sur la souche vaccinaie. 

Les COL-B ct COL-C correspondent respeciivement aux genes UL3.5 et UL4 
decrits dans I'amcle de W. Fuchs et T.C. Metientleiier (/ Gen. ViroL 1996, 77. 2221- 
2229) d'une souche paihoginc provenant de D. Liittickea, Boxmeer, Pays-Has. Cet 
anicie ne suggere en aucune maniire que cct intergine puisse etre utilise conunc locus 
10 d' insertion. 

La sequence referencee SEQ ID NO: 19 reproduit pour cecie souche pathogine, 
la sequence cquivalente i SEQ ID NO: I. L'intergine servant de locus d' insertion 
conformcmeni i Tinvention est corapris i la SEQ ID NO: 19 enire les nucleotides 908 et 
994. 

' Pkr sequence heterologue, on emend une sequence qui ne provient pas de ce locus 
d' insertion, c'est-i-dire aussi bien une s6quence n*ayant pas pour origine le virus ILTV, 
qu'une sequence provenant d*une autre region ginomique de ce virus, ou encore 
provenant d'une autre souche ILTV, notammcm une souche virulente. 

Par insertion dans la region d* insertion, on entend notamment insenion simple 
ou apris dildtioa totale ou panielle dii locus d* insertion. - 

On peut insurer une ou plusieurs cassettes d' expression chacune comprenani au 
moins une sequence i exprimer. 

Pour exprimer la sequence inserce, on prcftre utiliser un promoteur eucaryote 
fort tel que le promoteur CMV immediate early (IE), le LTR du virus du sarcome de 
Rous (RSV), et le promoteur prccoce du virus SV40. Par promoteur CMV immediate 
early (IE), on entend notammcm le fragment donn6 dans les exemples ainsi que ses 
sous-fragments conservant la mcmc activite promotrice. Le promoteur CMV IE peut etre 
le promoteur humain (HCMV IE) ou le promoteur murin (MCMV IE), ou encore un 
promoteur CMV IE d'une autre origine, par exemple du singe, du rat, du cobaye ou du 
pore. 

D'autrcs promoteurs d'originc virale ou ccllulairc pcuvent cgalcmcnt etre utilises. 
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viais ILTV (genes consideres comme prccoce-immediais (ICP4, ICP27, ...). precoces 
fLhymidine kinase, DNA helicaie, ribonucleoude reductase, ...). ou cardifs (gB, gD. gC, _ 
gK. ...)). du virus de la maladie de Marek (MDV) (genes gB, gC. pp38, ppl4. ICP4. 
Meq,...) ou du virus de Therpes de la dindc (herpesvinis of turkey) (genes gB, gC, 



.:j 5 ICP4. ...) 



La sequence nucleoridique inseree dans le vecteur ILTV pour etre exprimee peut 
ecre touce sequence codant pour un polypeptide antigenique, d'un agent pathogene 
aviaire, capable, une fois exphme dans les condiuons favorables procurees par 
I'invendon* d'assurtr une immunisation conduisant i une protection efficace de Tanimai 
10 vaccine contre Tagent pathogene. On poumi done insercr, dans les conditions de 
r invention, les sequences nucieoudiques codant pour les antigenes d'interet pour une 
maladie donnce, 

Cecte sequence nucieotidique inseree dans le vecteur ILTV peut egaiement coder 
' pour un polypeptide immunomodulaieur, et notamment tine Cytokine. — 
15 De maniert remarquable, les vaccins selon i'invention pourront etre utilises pour 

la vaccination in ovo, des poussins d'un Jour ou plus et des aduites. Differentes voies 
d'admimsuation pourront etre utilisees: la vole parenterale, ou les voies mucosales telles 
que oronasale (eau de boisson, aerosol), conjonctivale (gouttc dans Toeil) ou cloacale, 
^""^"''Sveclme prefi6rencrp©uriH^bi^^ 
20 de boisson, aerosol). 

L' invention se revile paniculieremenc utile aussi bien pour la protection contre 
tes pathologies respiratoires que contre les pathologies systemiques en bloquant les voies 
d'emrcc nacurelles de I'agent pathogene. 

L' invention peut noumment etre utilisee pour T insertion d'une sequence 
25 nucieotidique codant convenablement pour une proteine antigenique du virus NDV et en 
panicuiier, la giycoproieine HN ou la glycoprotiine F. On obtient ainsi un vaccin vivant 
recombinant assurant, en plus d'une protection contre la laryngotracheite infectieuse, une 
protection sausfaisantc contre la maladie de Newcastie. 

Le vaccin recombinant contre la maladie de Newcastie contiendra de preferetice 
30 de 10 a 10' PFU/dose. 

D'autres cas prefcres de Tinvention sont Tinsenion de sequences nuclcotidiques 



wo 98/27215 PCT/FR97/02307 

6 

codancpour des andgenes d'auires agents pathogenes aviaircs. et notamment, mais de 
maniers non limitative, des antigcnes du virus de la maladie de (arek, en paniculier 
genes gB. gC. gD. et gH+gL (WO-A.90/02803). du vims de la maladie de Gumboro. 
en paniculier gene VP2, du virus de la bronchite infectieuse (IBV). en paniculier genes 
5 S et M (M. Binns etal., J. Gen. Yirol. 1985. 66. 719-726 : M. Boursneli etal.. Virus 
Research 1984. I. 303-313), du virus de I'anemie du poulet (CAV). en paniculier VPl 
(52 kDa) + VP2 (24 kDa) (N.H.M. Notebom etal., J. Virol. I99I. 65. 3131-3139). 
du vinjs ILTV. en paniculier les gdnes codajit pour gB (A.M. Griffin. /. Gen. Virol. 

1991. 72. 393-398). oii pour gD (M.A. Johnson etal., DNA Sequence-The Journal of 
10 Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. ppl91-194. Harwood Academic Publishers 

GmbH), ou pour gp60 (K.K. Kongsuwan etal.. Virus Genes 1993. 7. 297-303), et du 
vims du syndrome infectieux du gonflement de la tite ("swollen head syndrome * ou 
pneumovirose du poulet ou turkey rhinotncheitis vims (TRTV) de la dinde; 
pneumdvires). en paniculier la giycoprotiine de fusion F (Q. Yu et al., J. Gen. Virol. 
15 1991, 72. 75-81). ou la glycoproteine d'attachement G (R. Ling et al., J. Gen. Virol. 

1992. 73. 1709-1715: K. Juhaaet J. Easton. /. Gen. Vtrol. 1994. 75. 2873-2880). Us 
doses seront de priference les memes que celles pour le vaccin de Newcastle. 

Dans le cadre de la presents invendon. on peut bien entendu inserer plus d une 
sequ«;n*ci' heteroldguis* dans le meme virus ILTV, notamment dans ce locus. On peut " 

20 notamment y inserer des sequences provenant d'un meme vims ou de vims differents. 
ce qui comprend igalement t'insertion de sequences d'lLTV et d'un autre vims avtaire. 
On peut egaiement y associer des sequences codant pour des immunomodulateurs. et en 
paniculier des cytokines. 

Par exempie, on associe au promoteur CMV IE un autre promoteur de fa^on que 

25 leurs extrsmites 5' soient adjacentes (ce qui implique des transcriptions dans des sens 
opposes), ce qui permei d' inserer. dans la zone d'insenion, deux sequences 
nucleoiidiques. I'une sous la dependance du promoteur CMV IE. I'autre sous celle du 
promoteur associe. Gene consimction est remarquable par le fait que la presence du 
promoteur CMV IE. et notamment de sa panie activatrice (enhancer), active la 

30 transcription induite par le promoteur associf. Le promoteur associe peut etre en 
paniculier un promoteur d'un gdne du vims ILTV ou du vims MDV ou HVT. 
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Un cas interessant de 1' invention est un vaccin con^prcnant une sequence 
nucleotidique codanc pour HN de NDV et une sequence nucleotidique codant pour F de 
NDV ou un antigene d'unc autre maladie aviaire, notamment celles citees plus haut, I'un 
des genes etant sous le controle du promoteur CMV IE, et I'autre sous le conirole du 
promoieur associe. 

On pcui aussi monter deux promoteurs CMV IE d'origines differentes avec leurs 
exiremites 5* adjacentes. 

L'exprcssion de plusieurs gdnes hetfrologues inscres dans le locus d* insertion peut 
egalement etre rendu possible par insertion entre les cadres ouvens de lecture 'de ces 
genes d'une sequence appclee ''IRES* (Internal Ribosome Entry Site) provenant 
notamment d'un picomavirus tei le virus de la maladie vesiculaire du pore (swine 
vesicular disease virus, SVDV; B,-F- Chen etaL, J. Virology, 1993, 67. 2142-2148), 
le vims de rencephalomyocardite (EMCV; R.J. Kaufman etal.. Nucleic Acids Research, 
199 U 19, 4485-4490). le virus de la fidvre aphteusc (RvIDV; N. Luz et'E. Beck, /. ^ 
Virology, 1991, 65, 6486-6494), ou encore d'une autre origine. Le contenu des 3 articles 
cites est incorponi par rdfirence. La cassette d* expression de deux genes aurait done la 
structure minimale suivante: promoieur - gdne 1 - IRES - gene2 - signal de 
polyadenyiation. Le vaccin vivani recombinant selon T invention pourra done 
"^^ce^^f^:^ndre^^irls^r^e^'d2as^4^4^?il^^ comprenant^^^^- 
successivement un promoteur, deux ou plusieurs genes separfs deux a deux par un IRES, 
et un signal de poiyad6nylation. 

En plus de 1' insertion dans le locus selon T invention, on peut realiser une ou 
plusieurs autres insertions, une ou plusieurs mutations, ou une ou plusieurs deletions 
ailleurs dans le g6nome; si la souche parcntale est virulente, on peut par exemple 
inactiver (par d£i6tion, insertion ou mutation) des g&nes impiiques dans la virulence tels 
que le gene thymidine kinase, le gine ribonucidotide reductase, le gene gE,... Oans tous 
les cas, r insertion dans un autre locus que celui dicrit dans 1' invention, permet 
d'exprimer d'autrcs gines. 

La presente invention a aussi pour objet un vaccin centre TILT comprenant un 
virus ILTV recombinant dans lequei on a insere en amont des genes codant pour des 
immunogenes majeurs de TILTV, de preference les genes codant pour gB (A.M. Griffm, 
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J. Gen. VlroL 1991. 72. 393-398), ou pour gD (M.A. Johnson et aL. DNA Sequence^ 
Vxe Journal of Sequencing and Mapping 1995. Vol. 5. ppl9M94. Hanvood Academic 
Publishers GmbH), ou pour gp60 (K.K. Kongsuwan etaL, Virus Genes 1993. 7. 297- 
303), un promoteur exogene, en paniculier un promoteur fort tel que decrit plus haut. 
5 Cela permct d'augmentcr le niveau d'expression dc Tun ou plusieurs de ces genes et ainsi 
conduire a un vaccin a efficacitf accrue contrt TILT. On peut bien sur combiner cela 
avec une consmiction telle que dicriie plus haul comprenant 1' insertion d une sequence 
heterologue dans le locus d'insertioa. 

La present© invention a aussi pour objet une fonnule de vaccin multivalent, 
10 comprenant en melange ou a mdlangcr, un vaccin tel que defmi plus haut avec un autre 
vaccin, et notammcnt un autre vaccin vivant recombinant aviaire tel que defmi plus haut, 
ces'vaccins comprenant des sequences ins^rees diff6rentes; notamment de pathogenes 
differents. 

La presente invention a aussi pour objei une mithode de preparation des vaccins 
15 selon Tinvention, telle qu'elle ressort de la description. 

La presente invention a aussi pour objet une mdthode de vaccination aviaire 
comprsnant radminisiraaoad>ji vaccin vivan^1^SGembi^tt^^^ de vaccin ' 

multivalent tel que difini plus hauL Elle a notamment pour objet une telle metiiode pour 
la vaccination in ovo, des poussins d*un jour ou plus et des adultes. Differentes voies 
d* administration du vaccin peuvcnt etre urilisces (voir plus haut) avec une preference 
pour les voies permcttant une vaccination dc masse par voie mucosaie (aerosoU eau de 
boisson), la dose de vaccin etant choisie de pr6f6rence entre 10* et 10* par animal. 

La presente invention a aussi pour objet un virus ILTV comprenant au moins une 
sequence nucleotidique heterologue telle que decrite ci-dessus inseree dans le locus 
d'insenion tel que d^fini plus haut. 
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La presence invention a aussi pour objec couc ou parcie de la 
sequence SEQ ID NO : 1 ; par parties de cette sequence, on 
entend non seulemenc les COL caracterises pris isolement ou 
leurs fragments, mais aussi I'interg^ne situe entre les COL 3 
et COL C et les fragments situ6s de part et d' autre de cet 
interg^ne, pouvaint eventuellement inclure une partie de cet 
intergtoe, et qui pourront servir de bras flanquants pour une 
recombinaison homologue, technique par ailleurs parfaitement 
connue de I'homme du metier, De mani^re g6n6rale, mais sans que 
cela soit limitatif, les bras flanquants peuvent avoir de, 100 
h 800 paires de bases. 

L' invention va Stra maintenant dficrite. plus en dStail i 1* ai- 
de d'exemples de realisation non limitatifs, pris en referen- 
ce au dessin, dans lequel :. 
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Figure 1 
Figure 2 

Figure 3 : 
Figure 4 : 
Figure 5 : 
Figure 6 : 
Figure 7 : 
Figure 8 : 
Figure 9 : 
Figure 10 
Figure 11 
Figure 12 
Figure 13 ; 
Figure 14 : 
Figure 15 : 
Figure 16 : 
"Tigure 17 : 
Figure 18 : 
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Cane de rescriction du fragment clone et position des COLs 

Sequence de 4161 pb et traduction des COLs A, B, C et D de la souche 

vaccinale T-20 de Select Laboratories (^accin LT BLZN) 

Schema d'obiention du piasmide pEL157 

Schema d'obiention du piasmide pELj024 

Schema d'obtcnrion du piasmide pEL027 

Schema du piasmide pEL158 

Schema d'obtention du piasmide pCD0G9 

Schema d'obiention du piasmide pEIj070 

Schema du piasmide pEL159 

sequence du gdne HN du NDV 

Schema d'obiention du piasmide pEL030 

Schema du piasmide pEL160 " ' --- -- - 

Schema du piasmide pEL033 
Schema du piasmide pEL16l 
Schema de double cassette d'cxpression 
Schema du piasmide pCDOll 
Schema du piasmide pEH63" ' " ^ 

Sequence de 4161 pb et traduction des UL3, 3.5. 4 et 5 de la souche 
pathogdne de Lunicken 



0) 



Liste des sequences : 



SEQ ID N0:1 
SEQ ID N0:2 
SEQ ID N0:3 
15 SEQ ED N0:4 
SEQ ED Nb:S 
SEQ CD N0:6 
SEQ ID N0:7 



Sequence du fragment Kpnl-Kpnl (4161 pb. voir figure 2) 

Oligonucleotide ELOOI 

Oligonucleotide EL002 

Oligonucleotide EL003 

Oligonucleotide EL004 

Oligonucleotide MB070 

Oligonucleotide MB07I 
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bty ID NO:8 


Sequence du gene HN du NOV (voir figure 10) 


SEQ ID iNO:9 


Oligonucleotide EL071 


SEQ ID NOrlO 


Oligonucleotide EL073 


SEQ ID NO: 11 


Oligonucleotide EL074 


SEQ ID NO: 12 


Oligonucleotide EL075 


oiLQ LU NO: 13 


Oligonucleoade EL076 


OJL^ iXi vNV^:i^ 


Uligonucleoadfr EL077 


SEQ ED NO: 15 


Oligonucleotide CDOOl 


SEQ ID NO: 16 


Oligonucleotide CD002 


SEQ ID N0:17 


Oligonucleotide CD003 


SEQ ID N0:18 


Oligonucleotide CD004 


SEQ ID N0:19 


sequence du fragment ^nl-i5^nl (4161 pb, voir figure 18) 



EXEMPLES 



routes les constructions de plasmides ont ete rialisees en uiilisant les techniques 
15 sundards de biologic moieculaire decrites par Sambrook J. et ai. {Molecular Cloning: 
-^-:n<-^%-^mof9-tsmuil. 2- EmtibEXorSp^!nriSf6^ 

New York- 1989). Tous les fragments de restriction utilises pour la presente invention 
ont ete isoles en utilisant le kit "Genedean" (BIOlOl Inc. La Jolla, CA). 

Le virus udlis6 comme vims parental peut etre choisi parmi les souches vaccinales 
20 ddcrites dans J.R. Anditasen et al. (Avian Diseases 1990. 34. 646-656) ou la souche T- 
20 12-8-66 provenant de Select laboratories 10026 Main Street P.O. Box 6 Berlin, 
Maryland 21811, USA. On peut egalement utiliser des souches virulentes telles que la 
souche de Lunicken (voir ci-dessus). la souche N-7I851 (ATCC VR.783) ou la souche 
83-2 de rUSDA, que I'on peut aitenuer par les techniques connues, par exemple celle 
25 decrite dans WO-A-95/08622. 



Exemple 1: Culture du virus ELTV : 

Le vims ILTV (souche T20 de Select Laboratories) est culiive sur des cellules primairss 
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complements avec 3% de serum de veau foetal (SVF) dans des flacons de culmre de 75 
cm- (2 10' cellules/cm^) un ou deux jours avant inoculaiion. 

Le jour de I' inoculation, un flacon de 1000 doses de vaccin lyophilise est resuspendu 
dans 10 ml de milieu MEM compiemente avec 1% de SVF; environ 0,5 ml de cetrs 
5 solution est ensuite depose sur la culture de CRP. Le lendemain. le milieu est change, 
et le surlendemain. lorsque I'effet cytopathogene (ECP) se generalise, les flacons de 
culture sont congeles i -70" C. 

La cultuns du vims ILTV peut egalement etre faite sur des cellules immortalisees de foie 
de poulei, et notamment sur la lignee LMH (W.M. Schnitzlein et ai. Avian Diseases 
10 1994. 38. 211-217). 

Exemple 2: Preparation de I'ADN gfaomioue de I'lLTV : 

Apres 2 cycles de congelation/dfcongelaiion, la culture d'lLTV (2 flacons de 75 cm*) est 
recoltee et centrifugee i basse viiesse (5000 tr/min dans un rotor 20, centrifugeuse 
Beckman JA21, pendant 5 minutes) pour iliminer les gros debris cellulaires. Le 

15 sumageant est ensuite ultiacentrifug6 (lOOOOO tr/min rotor TLA100.3, centrifugeuse 
Beckman TLIOO, pendant 1 heure). Le culot est alors repris dans 1.6 ml de TEN-SDS 
(Tris pH 8.0 lOmM; EDTA ImM; NaCI 0,5M; sodium dodecyl sulfate 0.5%). et 35 fil 
d'une solution de proteinase K i 20 mg/mi sont ensuite ajoutes; la solution est incubee 
3 a 4 heures au bain marie i 37'C, et I'ADN est ensuite extrait 3 fois au ^ 

20 phenol/chloroforme et 1 fois au chloroforme, puis il est precipite i I'ethanol i -20'C. 
Aprds centriftigation. le culot est rinc^ i t'ethanol 70%, sechi et resuspendu dans 200 
All TE (Tris pH8.0 lOmM; EDTA ImM). La concentration en acide nucleique est ensuite 
dosee au spectrophotometre (DO,ao). L'ADN peut etre directement digere par les 
enzymes de restriction appropriies, pour etre ensuite clond dans le plasmide pBlue Script 

25 II SK.' ; de meme, il pourra egalement etre uulis^ dans les experiences de iransfection 
pour I'obtenuon d'un virus recombinant. 



Exemple 3: Isolemeot et purification de virus recombinant DLTV 

Le plasmide donneur compose d'une cassene d'expression d'un polypeptide insere entre 

deux regions flanquantes du locus d'insenion est digere par une enzyme de restriction 
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permettant la linearisation du plasmids. puis il est exirait avec un melange 
phenol/chloroforme. precipice avec de I'eihanol absolu. et repris dans de l eau sterile. 
Des cellules CRP primaires de 24 heures sont ensuite transfectees avec le melange 
suivant: 0,2 a 1 de plasmide donneur linearise + 2 a 5 /ig d'ADN viral d'lLTV 
5 (prepare comme dans I'exemple 2) dans 300 nl de milieu OpiiMEMCGibco BRL Cat# 
04I.01985H) et 100 ng de LipofectAMINE dllues dans 300 fxl de milieu (volume final 
du melange = 600 fil). Ces 600^1 sont ensuite diluds dansO ml (volume final) de milieu 
et etales sur 5.10* CRP. Le melange est laisse en contact avec les cellules pendant 5 
heures, puis elimine et remplace par 5 ml de milieu de culture. Les cellules sont alors 
laissees en culture pendant 3 a 8 jouni + 37'C. puis, lorsque I'effet cyxopathogene est 
appaiu, elles sont congeldes i -70*C. Apris ddcongelation et eventuellement sonication, 
cette population virale est clonic en dilution limits en microplaques (96. puits) afin 
d'isoler une population homogene de virus recombinant. Ces plaques sont laissees en 
— culture pendant 1 a 3 jours, puis le sumageaat est- ricolti dansTifie-pi^tiue'ye'ptfiu'vTdr- 
15 et la plaque conienant les sumageants est placte i 4'C ou i -70'C. Les cellules restani 
dans les auires plaques sont ensuite fixees i racetone 95% pendant 20 i 30 minutes i - 
20'C, ou pendant 5 minutes i temperature ambiame. Une reaction 
d' immunofluorescence indirecte (IFI) est rdalisde avec un anticorps monoclonal dirige 
. . contrcje poJ-vn«nE<e expriffi£.nolir«re^ii?^!b^r-i^S3pJsg^c«s^;-pj^^ Un"' 
20 nouveau clonage est ensuite effecnie de la meme manidre (en dilution limiie en plaques 
96 puits) a panir du suiuageant present dans les cupules des plaques mises i 4'C ou a 
-70*C et correspondant aux cupules presentant des plages positives en IFI. En ge'neral, 
4 cycles d'isolement successifs (dilution limiie, r&olte du sumageant, conir^le des 
cellules par IFI, dilution limite i panir du sumageant...) suffisent pour obtenir des virus' 
25 recombinants dont la totalite de la progenie presente une fluorescence specifique. L' ADN 
genomique de ces virus recombinants est catacierisi au niveau moleculaire par des 
techniques classiques de PGR et de Southern blot en utilisant les oligonuclfoiides et les 
sondes d'ADN appropries. 

L'isolement de virus recombinant peut egalemeni se (aire par hybridation avec une sonde 
specifique de la cassette d'expression inseree. Pourcela, la population virale recoltee 
apres transfection est diluee et deposee sur des cellules CRP (cultivees en boite de Petri) 
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de maniere a obtenir des plages isolees. Apres un contact d' 1 heure a 37"C. le milieu 
d'infection est elimine et rcmplace par 5 ml de milieu MEM a I % d'agarose, maintenu 
en suffusion a 42'C. Lorsque ragarose est solidifie. les boites sent incubecs 48 a 72 
heures a 3TC en ecuve CO, jusqu'a apparition de plages. La couche d'agarose est alors 
eliminee et un transfeit des plages virales est realise sur une membrane sterile de 
nitrocellulose de memc diametre que la boite de Petri ayant servi a la culture. Cetie 
membrane est elle-memc transferee sur une autre membrane de nitrocellulose de maniere 
a obtenir une "copie" inversee du premier tnnsfen. Les plages transferees sur cene 
demiert copie sent alors hybriddes, selon les techniques usuelles connues de Thomme 
de I'art, avec un fragment d' ADN de la cassette d* expression marque a la digoxigenine 
(DNA Labelling Kit, Bochringer Mannheim, CAT # 1175033). Apres hybridation, 
lavages et mise en contact avec Ic substrat de revelation, la membrane de nitrocellulose 
est mise en contact avec un film autoradiographique. Les images d* hybridation positive 
sur cettc membrane indiqueni quelles senrles piages qui contienhent des virus ILTV 
recombinants ayant insere la cassette d'expression. Les plages correspondant a ces plages 
positives sont decoupecs stfrilemeni sur la premidrc membrane de nitrocellulose, placees 
dans un cube Eppendorf contenant 0,5 ml de milieu MEM et soniquces pour libcrer les 
virions de la membrane. Le milieu contenu dans le tube Eppendorf est cnsuite dilue en 
milieu MEM-et l^^.diiutions^ainsi'^^^btenues-'S&mnri^^ de nouvelles cutrurerde 

cellules GRP. 



Exemple 4: Clonage et caracterisation d'une region geaomique de TILTV 
L* ADN extrait du virus ILTV a ete digcre par Tenzyme de restriction Kpnl pendant 2 
heures a 37* C, L' enzyme de restriction a ensuite eif elimine par une extraction au 
phenol/chloroforme, suivie d*une precipitation i T^thanoL Les fragments resultant de 
ceite digestion ont ensuite etc ligamres (une nuit i 14*C) avec le plasmidc pBlueScriptll 
SK-h (pBS SK + ; Stratagene) digere par Kpnl et traiti a la phosphatase alcaline ; 
r analyse des clones obtenus apres transformation de bacteries £. coli DH5a et culture 
sur boites de milieu complemente en ampiciiine a permis d* identifier des inserts Kpnl- 
Kpnl de tailles differentes, dont un fragment d'environ 4.2 kb (plasmide pELIl2). 
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Le sequenfage complet de I'insen present dans pELll2 (voir figure 1) a permis de 
menre en evidence deux cadres ouverts de lecture (COLs) complets (COL fl ei COL C). 
et une grande paitie de deux auires COLs (COL A et COL D). U cane de restriction de 
cette region genomique donee et sequencee. est montree i la figure l; la sequence de 
5 4161 pb (SEQ ID NO: 1) est montree 4 la figure 2. U position et la sequence en acides 
amines des COLs A, B. C et D sont egalement montrees sur les figures I et 2 
respcciivement, 

U sequence entre les codons STOP des COL B et C (position de 908 i 994 sur SEQ ID 
NO: 1), est utilisable pour inserer des cassettes d'expression de polypeptides dans le 
10 genome de I'lLTV. Cetie sequence est appel6e locus d'insenion. L' insertion peut se faire 
avec ou sans deletion dans la region intergdnique (voir exemple 5), 

Exemple 5: Construction du plasaide -douaeur pEL157 pour I'insfer tion rianc 
region intergenique entre les COLs B et C 

Le plasmide pEL112 (71 16 pb), a it£ digerf par les enzyme Nod et Spel pour isoler le 
15 fragment Notl-Spel de 4.5 kb. Le fragment ainsi digiri a ensuiie etc trait£ i I'ADN 
polymerase (fragment de Klenow) en presence de dNTP pour rendre les bouts francs : 

• — • - -a^ss ligasins^efr-Lrsr^fonnassz^^^^^ le done pELi56 (4SG3'p8n"eie"- 

obtenu. 



Les oHgonucl&tides ELOOl (SEQ ID No:2) et EL0O2 (SEQ ID No:3) ont servi d'amorce 
pour une premidre amplification en chalne par la Taq polymerase (PCR). Les 
oligonucleotides EL003 (SEQ ID No:4) el EL004 (SEQ ID No:5) ont servi d'amorce 
pour une deuxidme amplification en chaine par la Taq polymerase (PCR). 

ELOOl (SEQ ID No:2) : 5' TATTGCTITCTACCGAAGTCGG 3* 

EL002 (SEQ ID No:3) : 5* ACGCGAATrCAAATACGAGCATTTAATTATTGCG 3* 



25 EL003 (SEQ ID No:4) ; 5* TCTCCAGAATCGCTGGAGTGTCC 3* 

EL004 (SEQ IDNo:5) : 5' TGCGCGAATTCGTAAGCTTTGATATCCAGTCGACA 
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T.\ATTTGGTGTTTATTACTnTA 3* 



Us PGR one ee effectuees en presence de tampon PGR, de dNTP. d" ADN du-plasmide 
pELl56. de Taq polymerase, et pour la premidre PGR, des oligonucleotides ELOOl ei 
EL002. et pour la deuxieme PGR, des oligonucleotides EL003 et EL004. 

Pour les deux PGR, 25 cycles ont ete effectuds (30 secondes a 94»G ; 30 secondes a 
60»G et 30 secondes a 72«C). Les produiis des deux PGR ont ete purifies par une 
extraction au phenol/chlorofonne, suivie d'une purification par Tdthanol. U produit de 
la premiere PGR (ELOOl/EUXW) a emuiie etf digerf par les enzymes de restriction Xbal 
et EcoRl pendant 2 h a 37»G pour donner un fragement d' ADN Xbal-EcoRl de 120 pb 
qui a ete elue apnis ilectrophordse en gel d'agarose. Le produit de la deuxieme PGR 
(EL003/EL004) a ensuiie tt£ digert par les enzymes de restriction Xhol et £coRI pendant 
2 h a 37»G pour donner un fragment d'ADN Xhol-EcoRl de 85 pb qui a ete elue apres 
electrophorese en gel d'agarose. U plasmide pEL156 a et£ digeri par les enzymes Xbal 
^tXhol Les deux ftagements de PCRXbal-Ecol (120 pb) tt JOiol-Ecoia (85 pb) ont ete 
15 ligatures une nuit i 14'G avec le plasmide pEL156 digerd par Xbal et Xhol Apres 
transformation des bactiries E. colt, et culnire sur boites de milieu complements en 
ampicilline, le clone pEH57 (4531 pb), comprenant un polylinker £coRI - Hindlll - 
EcoRV . Saa a etf obtenu (voir schema d'obteiition de pEH57 i la figure 3). 
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Exemple 6: Constructio n du plasmide donneur pEL158 pour 1' insertion d'une 
cassette d' ex pression du gfene VP2 de I'mPV sous controle du oromoteur HCMV 
IE dans le site intergentque entre les COLs B et C, et isolement de vELTVS : 
6.1 - Clonage du gene VP2 du virus de la maladie de Gumboro (IBDV) et construction 
d'une cassette d' expression de VP2 sous controle du promoteur HCMV IE 
Le plasmide pEL004. (voir figure 4; = plasmide pGH004 d&rit dans la demande de 
brevet fran?ais 92.13109) contenant le gdne IBDV VP2 sous forme d'une cassette 
BamHl-Hindm a ete digere par BamW. et Xbal pour isoler le fragment BamWl-Xbal 
(gene VP2 tronque) de 1104 pb. Ce fragment a ete clone dans le vecteur pBS SK + . 
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prcalablement digere avec Xbal et BamHl pour donner le plasmide pEL022 de 4052 pb 
(figure 4. Le vecteur pBS-SK-r a ete digere par £"coRV et Xbal puis ligamrc sur lui- 
meme pour donner pBS-SK* (modifie), Le plasmide pEL004 a ete digere par Kpnl et 
Hindill pour isoler le fragment Kpnl-Hindill de 1387 pb contenant le gene IBDV VP2 
complec. Ce fragment a etc clone dans le vecteur pBS-SK*. prealablement digere par 
Kpnl et Hindill, pour donner le plasmide pEL023 de 4292 pb (figure 4). Le plasmide 
pEL022 a etc digere par BamKL et Notl pour isoler le fragment BamHl-Notl de 1 122 pb 
(fragment A). Le plasmide pEL023 a ctd digire par BamWl et Notl pour isoler le 
fragment BamHVNoil de 333 pb (fragment B). Les fragments A et B ont et6 ligamres 
ensemble avec le vecteur pBS-SK+, prealabiemenc dig^r^ par Noil et traiti avec la 
phosphatase alcaline, pour donner le plasmide p£L024 de 4369 pb (figure 4). 
Le plasmide p£L024 a etf digere par Notl pour isoier le fragment NorUNotl de 1445 pb. 
Ce fragment a et6 ligature avec le plasmide pCMVB (Clontech Cat# 6177-1, figure 5). 
prcalabiement-digf re par Aferl, pour donner le plasmide pELQ26 de 5095 pb (figure 5). 



Le plasmide pEL026 a et£ dig6ri par EcoRI, Sail et Xmnl pour isoler le fragment 
Eco^'Sall de 2428 pb. Ce fragment a 6ti ligaturi avec le vecteur pBS-SK-H, 
prealablement dig6r6 par £caRI et Sail, pour donner le plasmide pEL027 de 5379 pb 



6.2 - Construction du plasmide donneur pELI58 

Le plasmide pEL027 a ete digirf par EcoRl. Sail et Xhml pour isoler le fragment EcoRl- 
Sail de 2428 pb. Ce fragment a ete ligature dans le plasmide pEL157 (voir exemple 5 
et figure 3), prealablement digere par EcoRI et Sail, pour donner le plasmide pELI53 
de 6950 pb (figure 6). 

6.3 - Isolement et purification du virus recombinant vlLTVB 

Le virus vILTVS a ete isole et purifie aprds cotransfection de TADN du plasmide 
pEL158 prealablement linearise par Tenzyme Kpnl et de T ADN viral, comme decrit dans 
I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette HCMV-IE/IBDV VP2 dans le site 
intergenique entre les COLs B et C du virus ILTV (voir exemple 5). 
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Exeraple 7: Constnictiop du piasmide doaneur pEL159 pour 1' insertion d'une 
cassette d'expressioa du gene VP2 de TIBDV sous controle du promoteur MCMV 
EE dans le site intergenique entre les CQLs B et C et Isolement de vILTV9 : 

7.1 • Construction de pEL070 contenant one cassette d* expression du gene VP2 de 
5 riBDV sous controle du promoteur immediate early (IE) du MCMV {Mouse 
CytoMegalo Virus) 

Le piasmide pCMVfl (Cloniech Cat# 6177-1, figure 7) a etc digcre par SaH et Smal pour 
isoier le fragment SaH-Snuxl de 3679 pb contenant le gene lacZ ainsi que (e signal de 
poly-adenyladon du gene cardif du virus SV40. Ce fragment a cte insert dans le vecteur 

10 pBS-SK+. prealablement digcre par SaH et EcoRV, pour donner le piasmide pGD002 
de 6625 pb (figure 7). Ce piasmide conrient le gdne reporter UicZ mais aucun promoteur 
n'esr^siOie eu amontde cegcne. • . - 

Le virus MCMV souche Smith a ct6 obtenu de T American Type Culture Collection, 
Rockville^ Maryland, USA (ATCC VR-194). Ce virus a cte cultive sur cellules 

15 d'embryon de souris Balb/C et TADN viral de ce virus a et6 prepare comme decrit par 
Ebeling A. et al* (J. Virol. 1983. 47. 421-433). Cet ADN genomique viral a eie digcre 

fragment Pstl-Pstl de-2225 pb. Ce fragment-^ «2^ctene*dansHe^*«^^ 
vecteur pBS-SIC+, pr^alablement digere par Pstl et traitf avec la phosphatase alcaline, ^ 
pour donner le piasmide pCD004 (figure 7). Le piasmide pCD(X}4 a 6x6 digere par Hpal 

20 et Pstl pour isoier le fragment Hpal-Pstl de 1389 pb qui condent la region 
promotrice/activatrice du gene Immediate- Early du cytomegalovirus murin (Murine 
CytoMegalo Vims = MCMV) (Dorsch-Hasler K. exo/. Proc- Natl. Acad. Sci. 1985. 82. 
8325-8329. et demande de brevet WO-A-87/03905). Ce fragment a ete clone dans le 
piasmide pCD002, prealablement digere par Pstl et Smal. pour donner le piasmide 

25 pCD009 de 8007 pb (figure 7). 

Un oligonucleotide double brin a etc obtenu par hybridation des deux oligonucleotides 
suivants : 

MB070 (SEQ ID N0:6) 

5' CGAATTCACTAGTGTGTGTCTGCAGGCGGCCGCGTGTGTGTCGACGGTAC 
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^ 19 
MB071 (SEQ ID N0:7) 

5* CGTCGACACACACGCGGCCGCCTGCAGACACACACTAGTGAATTCGAGCT 
3' 

5 Get oligonucleotide double brin a eie ligature avec le vecteur pBS-SK+, prealablement 
digere par Kpnl et Sad, pour donner le plasmide pEL067 (figure 8). 
Le plasmide pCD009 a ete digere par Pstl et Spel pour isoler le fragment Pstl-Spel de 
1396 pb. Ce fragment a ete ligamre avec le plasmide pEL067, prealablement digere par 
Pstl et Spel. pour donner le plasmide pEL068 de 4297 pb (figure 8). Le plasmide 

10 pEL024 (voir exemple 6, paragraphe 6.1 et figure 5) a 6te digere par Hindlll et Notl 
pour isoler le fragment HindHl-Notl de 1390 pb (fragment A). Le plasmide pELp27>(-voir 
exemple 6, paragraphe 6.1 et figure 5) a ete digere par Hindlll et Sail pour isoler le 
, - - .. .. fragment HindllhSaH de 235 pb (fragment B). Les fragments A et 3 ent-ete ligatures 

ensemble avec le plasmide pEL068, prealablement digere par Notl et Sail, pour donner 

15 le plasmide pEL070 de 5908 pb (figure 8). Ce plasmide contient done une cassene 
d'expression constituee du promoteur IE du MCMV, du gene VP2 et du signal polyA 
de SV40. 

7.2 • Construction du plasmide donneur pEL159 

Le plasmide pELOTO a ete digere par £coRI, SaR tiXmnl pour isoler le fragment £coRI- 
20 Sail de 3035 pb. Ce fragment a ete ligature dans le plasmide pEL157 (voir exemple 5 
ei figure 3), prealablement digere par EcoRI et Sail, pour donner le plasmide pEL159 
de 7545 pb (figure 9). Ce plasmide permei rinsertion de la cassette d'expression 
MCMV.IE/IBDV-VP2 dans le site intergenique entre les COLs B et C du virus ILTV. 

7.3 - Isolement et purification du virus recombinant vILTV9 

25 Le virus vILTV9 a ete isole et purifie apres cotransfection de I'ADN du plasmide 
pEL159 prealablement linearise par I'enzyme Bg[l et de I'ADN viral, comme decrit dans 
I "exemple 3. Ce recombinant contient une cassene MCMV-IE/IBDV VP2 dans le site 
intergenique entre les COLs B et C du virus ILTV (voir exemple 5). 
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Exemple 8: CoDStniction du plasmide dooneur pEL16Q pour I'iaiertioa d'une 
cassette d' expression du gene HN du NDV dans le site intergeniQue eatre les COLs 
B et C et isolement de vILTVlO : 

8,1 ' Clonage du gene HN du virus de la maladie de Ney^castle (NDV) 
5 La constitution d'une banque d' ADN complemcntaire du genome du virus de la maladie 
de Newcastle (NDV). souche Texas, a ete realisee comme decrit par Taylor J. ei aL (J. 
Virol. 1990. 64. 144M450). Un clone pBR322 contenant la fm du gene fusion (F), la 
totalice du gene hemaggiutinine-neuraminidase (HN) et le debut du gene de la polymerase 
a ete identifie pHNOl. La sequence du gene NDV HN contenue sur ce clone est 

10 presentee sur la figure 10 (SEQ ID N0:8). Le plasmide pHNOl a ete digere par Sphl et 
Xbal pour isoler le fragment Sphl-Xbal de 2520 pb. Ce fragment a ete ligature avec le 
vecteur pUC19, preaiablement digere par Sphl et Xbal, pour donner le plasmide pHN02 
de 5192 pb. Le plasmide pHN02 a iii digere par Clal et Pstl pour isoler le fragment 
Clal-Pstl de 700 pb (fragment A). Une PCR a ete realisee avec les oligonucleoudes 

15 suivants: 

EL071 (SEQ ID N0:9) 5' CAGACCAAGCTTCTTAAATCCC 3* 
EL073 (SEQ ID NO: 10) 5' GTATTCGGGACAATGC 3* 

et la matrice pHN02 pour produ-.-e un fragment PCR de 270 pb. Ce fragment a ete 
digere par HindHI et Pstl pour isoler un fragment HindllVPstl de 220 pb (fragment B). O 

20 Les fragments A et B ont etc ligatures ensemble avec le vecteur pBS-SK+, preaiablement 
digere par Clal et HindSJl, pour donner le plasmide pEL028 de 3872 pb (figure 1 1). Le 
plasmide pHN02 a eti digeir par Bsphl et Clal pour isoler le fragment Bsphl-Clal de 425 
pb (fragment C). Une PCR a etc realisee avec les oligonucleotides suivants: 
EL074 (SEQ ID NO: 11) 5' GTGACATCACTAGCGTCATCC 3* 

25 EL075 (SEQIDNO:12) 

5' CCGCATCATCAGCGGCCGCGATCGGTCATGGACAGT 3' 
et la matrice pHN02 pour produire un fragment PCR de 465 pb. Ce fragment a ete 
digere par Bsphl et Notl pour isoler le fragment BsphUNotl de 390 pb (fragment D). Les 
fragments C et D ont ete ligaoires ensemble avec le vecteur pBS-SK-r. preaiablement 
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digere par Clal et Notl pour donner le plasmide pEL029bis de 3727 pb (figure 1 1), u 
plasmide pEL028 a etc digere par Clal ei Sacll pour isoler le fragment Clal-Sacll de 960 
pb (fragment E). Le plasmide pEL029bis a ete digere par Clal et Notl pour isoler le 



fragment Clal-Notl de 820 pb (fragment F). Les fragments E et F ont ete ligatures 
5 ensemble avec le vecttur pBS-SK+, preaJablement digere par Notl et Saclh pour donner 
le plasmide pEL030 de 4745 pb (figure 11). 

5.2 • Construction da plasmide p ELI 60 contenant ime cassene d' expression de HN du 
iVDVdans le site intergenique entre les COLs B et C 

10 Le plasmide pEL030 a etc digere par Notl pour isoler le fragment NotUNotl de 1780 pb 
(gene NDV HN eniier). Ce fragment a 6t& inserf dans les sites Notl du plasmide pEL159 
(exemple 7, figure 9) i la place du fragment NotUNotl de 1405 pb contenant le- gene 
codani pour la proteine VP2 de TIBDV; cc cionage a permis d' isoler le plasmide pELI60 
de 7921 pb (figure 12).- Ce plasmide permct I'-inscrtion de la cassette d' expression 

15 MCMV-IE/NDV-HN dans le site intergenique entre les COLs B et C du virus ILTV. 

8.3 ' Isolement et purification du virus recombinant vILTVlO 

Le virus vILTVlO a etc isol6 et purifi6 apris cotransfection de I'ADN du plasmide 
:r=:r->r.^ ' - pEL160 pr?^abtemMi lij7eaz7S^ parl'e^ TADN viraU comme decrit dans-^- 

r exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/NDV HN dans le site 
20 intergenique entre les COLs B et C du vims ILTV (voir exemple 5). 

Exemple 9: Constructioa du plasmide dooneur pEL161 pour I'insertioa d'une 
cassette d' expression du gene F du NDV dans le site intergenique entre les COLs B 
et C et isolement de vILTVll : 

9. / - Cionage du gine F du virus de la maladie de Newcastle (NDV) 
25 Un clone provenani de la banque d'ADN complcmentaire du genome du virus de la 
maladie de Newcastle (voir exemple 8, paragraphe 8. 1) et contenant le gene fusion (F) 
en entier a ete appele pNDVSl. Ce plasmide a ete decrit preccdemment et la sequence 
du gene NDV F present sur ce clone a ete publice (Taylor J. et al. J. Virol., 1990, 64. 
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1441-1450). Le plasmidc pNDVSl a ete digere par Narl ec Pstl pour isoler le fragment 
Sarl'Pstl de 1870 pb (fragment A). Une PGR a ete realisee avec les oligonucleotides 
suivants: 

EL076 (SEQ ID 13) 5' TGACCCTGTCTGGGATGA 3* 
5 EL077 (SEQ ID 14) 

5* GGATCCCGGTCGACACATTGCGGCCGCAAGATGGGC 3* 
et la macrice pNDVSl pour produirt un fragment de 160 pb. Ce fragment a ete digere 
par Pstl et Sa/I pour i5olcr ie fragment Psil-SaH de 130 pb (fragment B). Les fragments 
A et B ont etc ligamres ensemble avec le vecteur pBS-SK+, prfalablement digere par 
10 Clai et ia/I, pour donner le plasmide pEL033 de 4S46 pb (figure 13). 

9.2 - Construaion du plasmide pELI61 contenant une cassette d' expression du gene F 
du NDVdans le site intergenique entre les COLs B etC 

Le plasmide pEL033 a ctf digerd par M^rl pour isoler le fnigment Abrl-/Vbrl de 1935 pb 
(gene F entier). Ce fragment a et£ ins6r£ dans les sites Notl du plasmide pEL159 
15 (exemple 7, figure 9) i la place du fragment Notl-Notl de 1405 pb contenant le gene 
codant pour la protfine VP2 de I'lBDV; ce clonage a pemiis d*lsoier le plasmide pELI61 
de 8074 pb (figure 14). Ce plasmide pcrmet Tinsertion de la cassette d'exprcssion 
. . MCMY^rLE^NDV-F dans le site..inje|gi5iqus.vcn?ie.^^^^^^^ ILTV. 

9.3 ' Isolement et purification du virus recombinant vILTVIl 

20 Le virus vILTVU a ete isoI6 et purifi6 apris cotransfection de TADN du plasmide 
pEL161 prealablement linearise par Tenzyme BgH et de T ADN viral, comme dccrit dans 
I 'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/NDV F dans le site 
intergenique entre les COLs B et C du vims ILTV (voir exemple 5). 

Exemple 10: Coostruction d'un plasmide doimeur pour rinsertioa d*une double 
25 cassette d* expression des genes HN et F du NDV dans le site intergenique entre les 
COLs B et C et isolement d*ua virus recombinant ILTV : 

Une double cassette d' expression de deux genes, par exemple les genes HN et F du vims 
NDV. peut etre constmite. Une telle consimction est schcmatisee a la figure 15. Dans 
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cene construction, rextrtmitfi 5' des deux promoteurs sont adjaccntes de maniere que la 
transcription des deux genes se fasse en sens opposes. Un des deux promoteurs est le 
promoteur MCMV IE et rauire promoteur (appele promoteur associe) esc le promoteur 
SV40 (present dans le piasmide pSVbeta, Clontech Laboratories, Palo Alto, California 
5 94303-4607, USA). Dans cecte configuration, le promoteur associe est active par la 
region activatrice du promoteur CMV IE. 

Cette double cassette d' expression peut ensuite etre inserfe dans le piasmide donneur 
decrit ci-dessus (pEL157 ddcrit dans 1' exemple S ec represente dans la figure 3). 
L'isoiement des virus recombinants se fait de la meme maniere que ci-dessus (voir 
10 exemple 3). 

Exempie 11: Constniction du piasmide donneur pEL163 pour insertion d* line 
cassette d'expression du gene gB du MDV dans le site intergenique entre les COLs 
B et C et isolement de vILTVU: 

11.1 - Clonage du gine gB du virus de la maiadie de Marek 

15 Le fragment EcoU-Sall de 3,9 kpb de T ADN gdnomiquc du virus MDV souche RBIB 
contenant ie gene MDV gB (sequence pubilee par Ross N. etaL J. Gen. ViroL 1989. 
70, 1789-1804) a ixi Iigamr6 avec ie vecteur pUC13, prcalablement digerf par EcoRI 
et 5a/I, pour^ ibnner le piasmide pCD007 de 6543 pb (figure 16). Ce piasmide a ete 
digere par Sad ttJQxxl pour isoler le fragment Sacl-Xbal de 2260 pb (panie centrale du 

20 gene gB ^ fragment A). Une PGR a eti realisee avec les oligonucleotides suivants: 
CDOOKSEQ ID NO: 15) 

5' G AGTGGTACCGCGGGCGCATGGAC I'l'l'l'l AGGGGGAATTG 3* 
CD002 (SEQ ID NO: 16) 5' TTCGGGACATnTCGCGG 3' 
et la matrice pCD007 pour produire un fragment PGR de 222 pb. Ce fragment a ete 
25 digcrf par Kpn\ et Xbal pour isoler un fragment Kpnl-Xbal de 190 pb (extrcmitd 5' du 
gene gB = fragment B). Une autre PCRa ctf realisee avec les oligonucleotides suivants: 
CD003 (SEQ ID NO: 17) 5* TATATGGCGTTAGTGTCG 3* 
CD004 (SEQ ID NO: 18) 

5* TTGCGAGCTCGCGGCCGCTTATTACACAGCATCATCTTCTG 3' 
30 et la matrice pGD007 pour produire un fragment PGR de 195 pb. Ce fragment a ete 
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digere par Sad ei Sacll pour isoler le fragment Sacl-Sacll de 162 pb (exiremite 3* du 
gene gB = fragment C). Les fragments A. B ei C ont etc ligatures ensemble avec le 
vecteur pBS-SK+. prealablement digere par Kpnl et Sad. pour donner le plasmide 
pCDOll de 5485 pb (figure 16). 



i j 5 11.2 • Construction du plasmide pELI63 contenant une cassette d' expression du gene gB 

du MDVdans le site intergenique entre les COLs B et C du virus ILTV 
Le plasmide pCDOll a etc digerf parM^fl pour isoler le fragment Notl-Notl de 2608 pb 
(gene gB MDV eniier). Ce fngment a et£ insert dans les sites Notl du plasmide pEL159 
(exemple 7, figure 9) i la place du fragment Notl-Notl de 1405 pb contenant le gene 
10 codant pour la proteine VP2 de I'lBDV; ce donage a permis d'isoler le plasmide.pELl63 
de 8749 pb (figure 17). Ce plasmide permet rinsertion de la cassette d'expression 
MCMV-IE/MDV-gB dans le site intergenique entre les COLs B et C du virus iLTV. 

11.3 - Isolement et purification du virus recombinant vlLTVll 
Le virus vILTV12 a i\£ isol6 et purifif apres cotransfection de I'ADN du plasmide 
15 pEL161 prealablement linearis^ par I'enzyme BgH et de I'ADN vital, comme ddcrit dans 
I'exemple 3. Ce recombinant contient une cassette MCMV-IE/MDV gB dans le site 
intergenique entre les COLs B et C du virus ILTV (voir exemple 5). 

Exemple 12: Constniction d'un plasmide donneur pour rinsertioa d'une cassette ^ 
d'expression de gfene(s) de TIBV dans le site intergenique entre les COLs B et C et 

20 isolement de virus recombinant ILTV : 

Selon la mcme siratigie que ceile dccritc plus haul pour i* insertion de simples casscnes 
(exemples 6, 7, 8, 9 et 11) ou pour rinsertion de doubles casscnes (exemple 10), dans 
le site decrit ci-dessus (exemple 5), il est possible de realiser des virus ILTV 
recombinants exprimant i un niveau clev6 les protiines Membrane (M) ou Spike (S), ou 

25 pariie de Spike (SI ou S2), ou Nuclcocapside (N) du virus de la bronchite infectieuse 
aviaire (IBV). On realise notamment une double casscne d'expression avec le gene S 
sous conirolc du promoteur CMV lEet le gene M sous controlc du promotcur associe. 
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Exemple 13: Constructioa de plasmides doaneurs pour T insertion de cassettes 
d'e.vpressioD de genefs) d'autres agents pathogenes aviaires ou de peptide 
immunomodulateur dans Le site . decrit, at isoiement de vims recombinants 
ELTV : 

5 Selon la meme strategic que celle decrite plus haut pour rinscrdon de simples cassenes 
(exemples 6, 7. 8. 9 et 11) pour Tinscrdon de doubles cassettes (exemple 10), dans le 
site decrit ci-dessus (exemple 5), il est possible de reaiiser des virus ILTV recombinants 
exprimant a un niveau elev6 des immunogenes du CAV (et notamment une double 
cassene d'expression des genes codant pour VPl et pour VP2)» du virus de la 
10 pneumovirose du poulet, ou d'autres agents pathogenes aviaires, ou encore des peptides 
immunomodulateurs et notamment des cytokines. 

Exemple 14: Production de vaccins : 

Les virus recombinants obtenus selon ['invention sonc produits sur oeufs embryonnes. 
La soludon virale recoltee est ensuite diluee dans une solution stabilisatrice pour la 
15 lyophilisadon, repartie a raison de 1000 doses vaccinales par flacon, et cnfm lyophilis^e. 
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REVE^a)ICATIONS 

1 • Vaccin vivam recombinant aviairc comprcnant» comme vecieur, un virus 
ILTV comprenant ei exprimant au moins une sequence nucleotidique heterologue, cette 
sequence nucleoddique etant inseree dans le locus d' insertion forme par I'incergene sinie 

5 entre les codons stop des COL B et COL C d'lLTV et qui. dans une souche d'lLTV 
particuiiere, esc defmi encre les nuciioddes 908 et 994 a la SEQ ID NO: 1. 

2 • Vaccin vivant recombinant selon la revendicauon 1, caracieris6 en ce que la 
ou les sequences nucleoudiques sent inser^es par insertion simple, ou apris deletion 

10 totale ou paraelle du locus d' insertion. 

3 - Vaccin vivant recombinant selon Tune quelconque des revendications 1 a 2, 
• caractcrise en c^ qac^ pour exprimer la sequence nucleoddique inseree, le vccteur 

comprend un promoteur eucaryote forL 

4 - Vaccin vivant recombinant selon la revendicauon 3. caracterise en ce que te 
15 promoteur fort est choisi parmi le groupe consistant en: promoteur CMV immediate- 

ly.^,.4t.^^Mrii^^ immediate^cari-y.?mtm2, ou humain^. promo^stur^^..^:*^ 

LTR du virus du Saxcomc de Rous (RSV), promoteur precoce du virus S V40. 

5 * Vaccin vivant recombinant selon Tune quelconque des revendicadons I a 4, 
caractcrise en ce qu'il comprend au moins deux sequences nucleotidiques inserees dans 

20 le locus d' insertion sous le contrdle de promotcurs eucaryotes diffcrents. 

6 - Vaccin vivant n^mbinant selon la revendicadon 5, caracterise en ce que les 
promotcurs eucaryotes sont des promotcurs CMV immediate-eariy d'origines animales 
diffcrentes. 



7 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 5, caracterise en ce qu'il 
25 comprend une premiere sequence nucleotidique associce au promoteur CMV immediate 
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early et un autre promoieur sous la depcndance duquel se trouve unc autre sequence 
nucleoiidique, ces deux promoteurs eiani disposes de maniere que leurs extremiies 5* 

soient adjacentes. 

8 • Vaccin vivant recombinant selon I'une quelconque des revendications I a 7, 
5 caracterise en ce qu'il comprend, insdree dans le locus dMnsertion, une cassette 

d'expression comprenant successivement un promoteur, deux ou plusieurs gdnes separes 
deux a deux par un IRES, et un signai de polyaddnyladon. 

9 • Vaccin vivant recombinant selon I'une quelconque des revendications 1 i 8, 
caracterise en ce qu'il comprend une sequence nuclfotidique codant pour un polypeptide 

10 antigenique d*un agent pathogine aviaire, cette sequence etant inseree dans le locus 
d' insertion. 

10 • Vaccin vivant recombinant selon la revendication 9, caracteris6 en ce qu'ii 
comprend une sequence codant pour un antigdne d*un agent pathogene aviaire choisi 
parmi le groupe consistant en le vims de la maladie de Newcastle (NDV). le virus de la 

15 maladie de Gumboro (IBDV), le virus de la maladie de Marek (MDV), le virus de la 

bronchite-Jiifectieuse.CJ^^ le. virus de la 

pneumovirose du pouleL 

11 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucl6oridique, choisie parmi les sequences nucltotidiques codant 

20 pour les polypeptides F et HN du virus NDV. 

12 - Vaccin vivant recombinant seloa la revendication 10, caracterise en ce qu'il 
comprend une sequence nucleoddique, choisie parmi les sequences nucleotidiques codant 
pour les polypepddes gB. gC, gD, gH+gLdu virus MDV. 

13 - Vaccin vivant recombinant selon la revendication 10. caracterise en ce qu'il 
25 comprend au moins une sequence nucl6oudique choisie parmi le groupe des sequences 
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correspondant aux antigenes VP2 de I'lBDV. aux aniigenes S. ou panic de S, M et N 
du vims IBV. aux antigenes VPl et VP2 du CAV. aux antigenes G et F du virus de la 
pneumovirose du pouiet. 

14 - Vaccin vivant recombinant scion I'une quclconquc dcs revendicaiions I a 13, 
5 caractensc en ce qu'il comprtnd une sequence nucifotidiquc codanc pour un polypeptide 

immunomodulateur, cectc sequence etant ins6rec dans Ic locus d' insertion. 

15 - Vaccin vivant recombinant scion la rcvendication 14, caracterise en ce que 
cette sequence nuclcotidique est choisie parmi le groupe des sequences codant pour des 
cytokines. 

10 16 • Fonnule dc vaccin multivalent comprenant^ en melange ou a melanger, au 

moins deux vaccins vivants recombinants tels que difmis dans Tune quclconquc des 
revendications 1 a 15, ces vaccins comprcnanc des sequences inserces differentes. 

17 • Un virus ILTV comprenant au moins un sequence nuclcotidique hcterologuc 
inseree dans Is locus d'Tnsertion formd par Tintergine situe entre les codons stop des 
15 COL B et COL C d'lLTV et qui. dans une souche d'lLTV particuliere, est defmi enire *^ 
les nucleotides 908 et 994 i la SEQ ID NO:L 
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Fragment clone 




Partle sequencee (4161 pb) 
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Kpnl 
COL A 

1 GGTACCGAGATCCCCTCTGTCACAGAAGTTCTATATGGAGCCTCGTCTATTGACTGTCTT 
!► GlyThrGluIleProSerValThrGluValLeuTyrGlyAlaSerSerlieAspCysVal 
61 TCCGGATCGTACGAATGTCATGATACGCATTCTCATGTTACTCCGGACCACGCAAAAGA^ 
2 1 ► SerGlySerTyrGI uCysMi sAspThrHi sSerHi sVal ThrProAspHi sAlaLysAsp 

121 GTAGCCGTCC AAGGGCATGTC AAAACG AATAAC ACCG AAG ATGTAG AATCTTTGG ACTCG 
41^ ValAlaValGlnGlyHisValLysThrAsnAsnThrGluAspValGluSerLeuAspSer 

181 TGTGGCTTTGAC AGTCTTTTC ATG ATATTTTC AT^^ 
61^ CysGlyPheAspSerValPheMetllePheSerPheGlyGluLeuGlyArgArgGlnLeu 

241 ACCG ATAAC ATTCG AAAAG AC ATTTGTACTTCCCTAGAC AG AGTTCCGATGGC ATGTACT 
8 1 ► ThrAspAsn II eArgLysAspIl eCysThrSerLeuAspArgVa 1 ProMe CAlaCysThr 

301 AAG ACGTCCGC ATTTCC AGGTGC AAATAG AC ATC AGAAAAGTTTGC AG ATGI^ 
101^ LysThrSerAlaPheAlaGlyAlaAsnArgHisGlnLysSerLeuGlnMetPheLeuPhe 
361 TGC AAG AGAAGAC ATGCCCCGC AAATAAGGGCTCGCCTAAAAGACATTATTTCGTC AAG A 
12 1 ► CysLysArgArgHi sAla ProGlnll eArgAlaArgLeuLysAspIl e II eSerSerArg 

421 AAGTC AAG AAAATATTTTACGC AGTCCG AGGATGGAGAAACTC ACCCCGGTGTGCC AGTT 
141 ► LysSerArgLysTyrPheThrGlnSerGl uAspGlyGluThrHi sProGlyVa 1 ProVa 1 
481 TTCTTTCACGAGTTTGTAGCCC ATGCCCCGGTATTTATTCCACGCGAC AATCT^ 
161^ PhePheHisGluPheValAlaHisAlaProValPhelleProArgAspAsnLeuAlaHis , 

Ndel ' 
541 GCCTGTCGC AGATTGGCCAGGCATATGACTGGAGGAATGGCGTGTTGACTTACGT^ 
181^ AlaCysArgArgLeuAlaArgHisMetThrGlyGlyMetAlaCys * • • 
601 CGCCTCTGGGTGGAACCCAGCGCTAGAACATTTATACCTGCCCCATTGCGi^ ^ 

COL B 

661 AGAACGCGAATATTGC ACTTCCTGG ACTATG AAGT ACGGTC AGGCTGCTATTGC AACTG A 

1^ MetLysTyrGlyGlnAlaAlalleAlaThrAs 
721 TATGGACTTTGCCCGC ATGTCTCGCC AGCCTCCACGGAAGAACTCC AGGTGCTCTTCGGC 

ll> pMetAspPheAlaArgMetSerArgGlnProProArgLysAsnSerArgCysSerSerAl 
781 ACGGACGGCTGCGTTACAGGGTAATGGATATTGCriTCTACCGAAGTCGGAAAAGT^ 

31 ► aArgThrAlaAlaLeuGlnGlyAsnGlyTyrCysPheLeuProLysSerGluLysLeuPr 

841 TGAGCTACCCTCTAGACATTTCGAGACCCGATTTTCCTCACTACTACCTCCAGCTGCAGC 
51^ oGluLeuProSerArgHisPheCluThrArgPheSerSerLeuLeuProProAlaAlaAl 

901 TAAGTGACAGCAACTATGAAGGTCAACTCATTTCCGCAATGCGACGCAATAATTAAATCC 
71 ► aLys • • • 

961 TCGTATTTCATAATTTGGTGTTTATTACTTTTATTTAT^^ 

179^ • • -GluGluLeuLeuGlyAlaHisAr 

Xhol 

1021 TTGCCGCAAACTCTACAAGATCTCGAGGAACGCTTTCCTCTGGACACTCCAGCGATTCTG 

110^ gAlaAiaPheGluValLeuAspArgProValSerGluGluProCysCluLeuSerGluPr 
1081 G AGAGGATTGGGAAC ATGTGGGGGTCGTGTGCGCGCTAG ATGCTAG ATCTTCCGGGGTTT 

150^ oSerSerGlnSerCysThrProThrThrHisAiaSerSerAlaLeuAspGluProThrGl 
1141 CGTATATGGTTAC AGTTAAGTG AGCG ACGCCC AAAAAATTC ATC ATGGTG ATCTTGCCGC 

130^ uTyrlleThrValThrLeuHisAlaValGlyLeuPheAsnMetMetThrlieAsnGlySe 
1201 TGCTCCACCGTTCTCGCGTTCCTCCGCGCCCTAGAAACCAACATGCCG AG AACTG AAAAG 

110^ rSerTrpArgGluArgThrGlyGlyArgGlyLeuPheTrpCysAiaSerPheGlnPheAl 
1261 CTAATGTTTCTCCTG AGGGTCCTCGGTGAG AACC ATTGCGCTCC AAAC AGTATGCGC AAA 
90^ aLeuThrGluGlySerProGlyArgHisSevGlyAsuArgGluLeuCysTyrAlaCysPh 
1321 ATTCTTCTTCACAGTCTACAGCGATCATTGTTGCGACGGGATTGTGAATTACTATTACTT 
70^ eGluGluGLuCysAspValAlalleMetThrALaVaiProAsnHisIleVaLIleValLy 
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1381 TCCCGGGTGGTAATTGGTGGCGATACATTTTATTTCCGATC 

50 < sGlyProProLeuGlnHisArgTyrMetLysAsnClylleCysIlePheArgMecGlyGl 
1441 CATCGCATGAGTATACTACTTGTTCGTATTCGGTtXSCCGAGCC ATCCCCC AAGCCT^ 

30 < yAspCysSerTyrVa 1 Va IGlnGluTyrGluThrAlaSerGlyHi sGlyLeuGlyCl n Va 

COL C 

1501 CTCCTACCATTACGTAGCTTATGAAAATCATGTTCTCGGGACG AGGAGGGTATGCA^^ 
10^ IGlyValMetValT/rSerllePhell&Met 

1561 TCCAAACGACGGTGGGAAACTGATTTTAAAGCCACGCGTCTOSCTACTT^ 

848^ • . •T 

Spel 

162 1 TATACTAGTCGCGTTTCTTTGCATCTGAGCGCGCGAAGAATGTGTOX3C 
846 ^ yrValLeuArgThrGluLysCysArgLeuAlaArgbeuIleHisGlnSerValGlnArgT 

1681 GTATCTTCGTATTTCGTTCGCAGGGGGTTTAAGTTCATCCGC AAAT^ 
826 < hrAspGluTyrLysThrArgLeuProAsnLeuAsnMetArgLeuTyrGluSBrSerThrV 
Xbal 

174 1 ACTCTAGACATTGCTACGTATGCAGTATTTAATTTCATTCTTC 

806 < ^lArgSerMeCAlaValTyrAlaThrAsnLeuLysMetThrGlyHisSerPheCysIleA 
1801 GCTACCCTGTCTAAACTTAACCCTTGAGATCGTGTGATCGTCATTC 

786^ l^ValAjrgAspLeuSerLeuGlyGlnSerArgThrlleThrMetAlaLeuSerSerSerl 
1861 ATTCCGTGGTCAATTGTTATGGCCATCCTTAATTCCTGTC^^^ 

766^ leGlyHisAspIleThrlleAlaMetArgLeuGluGlnGlyGlylleAsnAspValPheT 
1921 GTTGCTTTGTTATGGCACAGGACTGAAACGAACCCCATTTGATCCC^ 

'7^S< hrAlaLysAsnHisCysLeuValSerValPheGlyMetGlnAspArgValValLeuArgP 
pSCAAGTCTAGCAriTGTAA^ 

726^ roLeuAspLeuMetGlnLeuIleProGluAlaTrpGluHisAlaLysSerThrAspGluA 
204 1 GCATATCCCGGAAATCrrcCTCGCGTAATCCCGCGTAAGGTATATCTGTCG^ 

706 < laTyrGlyProPheArgAlaArgThrlleGlyArgLeuThrTyrThrAspThrGlnAlaA 
2101 GC AAATGC AC ATACTGCTCCCTTGAAACTGGAGATAGAAATTTCTTCACT^ 

686^ laPheAlaCysValAlaGlyLysPheSerSerlleSerlleGluGlnSerSerPheSerA 

Sacl 

2161 GCCGTTCCG ACGAATG AGCTAAAGGGGGCGGCAGTAAATACACTCCCAAAGAGCTCAC AC 
666^ l&ThrGlyValPheSerSerPheProAlaAlaThrPheValSerGlyPheLeuGluCysL 

a?9ACCgcgtaacgtaaagtataaattcttt7x;atctc^ 

646 < euValAlaTyrArgLeuThrTyrlleArgLysMetGlnGluPheTyrSerPhelieGluG 
2281 TGACCGTGGACATCGCTCCCGC AAATCTCATAATTTAGATAGAATTGATCTAACGACTTA 

626^ InGlyHisValAspSerGlyCysIleGluTyrAsnLeuTyrPheGlnAspLeuSerLysA 
2341 TCAAAAATATCGAATAAATCATCTTTGTCATTCACATCGGCATTCGGACA 

606^ spPhelleAspPheLeuAspAspLysAspAsnValAspAlaAsnProCysGluAspGluA 
2401 TTAAAACAAAATTTTTCACCATTTCCCATGTCAAAGTTCTC 

586 < snPheCysPheLysGluGlyAsnGlyMetAspPheAsnGlnThrGluProGluProMetA 
2461 GCTAGGGAGTACAACCTGTCATACGCCATTGTTAATTTATCTTCGGGGAGGCCCTCTG^ 

566^ laLeuSerTyrLeuArgAspTyrAla^etThrLeuLysAspGluProLeuGlyGluThrA 

Sail 

2521 CGG AG AAATTCGTAAAATTTAATCATCCCATAGTATAGCAAGGTCG AC AG AAAGTG AT AG 
546^ rgLeuPheGluTyrPheLysIleMetClyTyrTyrLeuLeuThrSerLeuPheHisTyrA 

2581 GCAAATTCTACTTTGTCTTCTCCATACGTCTTGAGAAAGCTATCTTCGGA 
526^ laPheGluValLysAspGluClyTyrThrLysLeuPheSerAspGluSerLeuValHisA 

264 1 GCGAATTTTTCAAATGTTCCCTCAAAACCGAAGATCAATTTT^ 
506^ laPheLysGluPheThrGlyGluPheGlyPheTleLeuLysLysValLysLysThrValT 

Spel 

2701 GTGATCTGGCTATTGAGTACGTGCGAGGCATCAGTCGTTACTAGTGTATATTCATTACTC 
486^ hrlleGlnSerAsnLeuValHisSerAlaAspThrThrValLeuThrTyrGluAsnSerG 

Xbal 

2761 TC ATCTCGATGGTATTCAAATCTGGGCGCGCTCACATCTAGATCCCTGCTCTGTCAATAG 
466'< l^AspArgHisTyrGluPheArgProAlaThrValAspLeuAspArgSerGlnSerTyrA 
282 II TTTCCAAGGCGAGAGGAATTCTTTTCCAGCCAGCGATCAATATTTAGTGTC 
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2881 GTCAGGGATTTATACTTTTCAAATGCCGCCATATCTACTATTGTATACATCGGCAGGAGA 
426^ hrLeuSerLysTyrtysGluPheAlaAlaMetAspVallleThrTyrMetProLeuLeuP 

Hindlll 

2941 AATACCCTATATTTTTCAGATTTCTGTGCACGAAGCTTTGCGTC 
406^ heValArgTyrLysGluSerLysGlnAlaArgLeuLysAlaHisLeuLysSerValTyrC 

Hindiil 

3001 TCTTTAACTTCTTCGTGGGACGAGAAAAGCCTAGTCCATCCAGGAAGCTTTGATGGATCT 

386^ luLysValGluGluHisSerSerPheLeuArgThrTrpGlyProLeuLysSerProAspL 
3061 TTG ATG AATGATTCTG ATACAATGAACTG ATCTAAGAATCTGGC ATGGCGTT^^ 

:i66< ysIlePheSerGluSerValllePheGlnAspLeuPheArgAlaHisArgLysThrLeuP 
3121 GGTAACCCAAATTCAAATGCCTTTAATACTTCTCCGAAAGCAGGCTCCGAGCATCGTT^ 

346^ roLeuGlyPheGluPheAlaLysLeuValGluClyPheAlaProGluSerCysArgLysA 
3181 TTATTAATAAAGATGGCCC ACTGCTTCTTGATATTCAGGACTGAAAACAGTGT^^ 

326^ snAsnllePhelleAlaTrpGlnLysLysIleAsnLeuValSerPheLeuThrProThrC 
3241 CAAATAAGATTACTTAAAATGTlTATGCTGCTGGATATAAGGTGTCGTTC 

306< ysIleLeuAsnSerLeuIleAsnlleSerSerSerlleLeuHisArgGlnAsnArgHisG 
3301 TCGAAGCTGCTTTCCATTGCGTCTGTCTGTGTAGGGGAGCC AATGC AC ACG ATC ACT^ 

286^1 uPheSerSerGl uMetAlaAspThrGlnThrProSerGlyll eCys VallleVal ProL, 
3361 TTCTTCCCGTCCTG ATAC ATAGGCGTTTTCC AC AATGC ATTC ATG AGCC ACC ACG 

266< ysLysGlyAspGlnTyrMetProThrLysTrpLeuAlaAsnMetLeuTrpTrpSerTyrV 

3421 -ACT^^JTGCAGTCAATATATGTTTCCCTAAAACTCCAGCCTCATCAACAAGGATAA 

246^ allleAlaThrLeuIleHisLysGlyLeuValGlyAlaGluAspValLeuIlelleAsnS 
3481 CTTTTGAC AAATGGAGGC ATAGAGGAAATTAGGAAAGGTGC AAGGTTT A 

226^ erLysValPheProProMetSerSerlleLeuPheProAlaLeuAsnValPheLysArgS 
3541 GAAGTTTTCTGCTGGAGTGTTTGAAGGACAGACAAAGCTACCGGAG ATC 

206^ erThrLysGlnGlnLeuThrGlnLeuValSerLeuAlaValProSerAlaThrAspIleA 
3601 GCGCGTGCAGTAATGTCCTTTATCACGTCCCAATAATAATAAATGTCGGCCATTTGATGT 

186^ laArgAlaThrlleAspLysIleValAspTrpTyrTyrTyrlleAspAlaMetGlnHisG 
3661 TCTCCCAACGAACGTTGTTCGTGAGGTTTTTCAAACT^ 
-^t^'i:uAlai:eu^irArgGlnGl^^ 
3721 ACGTTCTTTCCTTTGAAGCCAAAGTTTTGAAAAATAGTATGAATGC^ 

146^ alAsnAsnGlyLysPheGlyPheAsnGlnPhelleThrHisIleProCysSerThrTyrS ^ 
3781 GAGGCAGATAGCTTATTGAAGATATTAAGAGCAGCTATGCGCGTTG AGCC AGTAACG ATG 

126^ erAlaSerLeuLysAsnPhelleAsnLeuAlaAlalleArgThrSerGlyThrVallleC 

384 1 CAATTCAATGTTTCATTAAGAGTTTGAATGCAAGTACTTT^ 
106< ysAsnLeuThrGluAsnLeuThrGlnlleCysThrSerLysGlySerGlyAlaAsnGlyT 

390 1 GTGATTAGATAAACATTAAATGGTAATTCCGCCAGAGGCAAAGTGGTCGGTTC ATCTAAA 

86^ hrlleLeuTyrValAsnPheProLeuGluAlaLeuProLeuThrThrProGluAspLeuA 
3961 CGTGCC AC AGTCTC AAACC AAGAC AGTTGCGGCTTGGAGTCTTC ATG AAC AGCTTGT^^ 

66^ rgAlaValThrGluPheTrpSerLeuGlnProLysSerAspGluHisValAlaGlnGluS 
402 1 GATAGGATTGTAATGTCCGATAAAATCGCCTGAATGCTCTGC ATTGCCGAAAAATTTAAG 

46^ erLeuIleThrlleAspSerLeuIleAlaGlnlleSerGlnMeCAlaSerPheAsnLeuT 
408 1 TAAACAGGAGTGGTGATTTCTATTTCCCGCCTGCTCTTCCCCGAAAATGGACATGCCATT 

26^ yrValProThrThrlleGluIleGluArgArgSerLysGlySerPheProCysAlaMetL 

Kpnl 
COL D 

4141 TTCCCAATTGCGTC AGGT ACC 
6^ ysGlylleAlaAspProVal 




WO 98/27215 



PCT/FR97/02307 

5/23 



Kpnl 




Spei 



Xbal 



Spel 



digestion Notl-Spel 

extremites rendues "houts francs 




Sacll Smal ^o' 



digestion Xhal-Xhol 

+ PCR EL001/EL002 Xhal-EcoRI 

+ PCR EL003/EL004. XhoI-EcoRI 



Kpnl 




Xhol SphI 
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1 TGCTACCTGATGTACAAGCAAAAGGCACAACAAAAGACCTTGTTATGGCTTGGGAATAAT 

1 ACCCTTGATCAGATGAGAGCCACTACAAAAATATGAATACAAACGAGAGGCGGAGGTATC 

1 CCCAATAGCAATTTGCGTGTAAATTCTGGCAACCTGTTAATTAGAAGAATTAAGAAAAAA 

. A^r** Rr^oaaTurarnrinTanaArGGTCGGAGAAGCCACCCC 



61 

121 

181 CCA 



:AATAGCAATTTGCGTGTAAAril,l\jOi-AAv_ui\ji i/vrn. invjru-iurvnj. i™-.v»™----. 
CCACTGGATGTAAGTGACAAACAAGCAATACACGGGTAGAACGGTCGGAGAAGCCACCCC 
241 TCAATCGGGAATCAGGCCTCACAACGTCCTTTCTACCGCATCATCAATAGCAGACTTCGG 
301 TCATGGACCGTGCAGTTAGCAGAGTTGCGCTAGAGAATGAAGAAAGAGAAGCAAAGAATA 
l>MetAapArBAlttV*lSerXroValAlaLeuCluABnCluCluArffCluAlaLysAsnT 

361 CATGGCGCTTTGTATTCCGGATTGCAATCTTACTTTTAATAGTAACAACCTTAGCCATCT 
20>hrTrpAraPt»eV«lPheAroIlaAlaIleLauLeuLeuIlaValTlirThrLeuAl«HaS 

421 CTGCAACCGCCCTGGTATATAGCATGGAGGCTAGCACGCCTGGCGACCTTGTTGGCATAC 
40>arAlaThrAlaLauV<ilTyrSarMatGluAlaSarThrProGlyABpLeuValGlyIlaP 

481 CGACTATGATCTCTAAGGCAGAAGAAAAGATTACATCTGCACTCAGTTCTAATCAAGATG 
60^roThrMatIleS«rLyeAlaGIuGluLyBllaThrSarAlaLauSerSarAanGlnA8pV 

541 TAGTAGATAGGATATATAAGCAGGTGGCCCTTGAGTCTCCATTGGCGTTGCTAAACACTG 
SO^alValABpArgllaTyrLysGlnValAlaLauCluSarProLauAlaLeuLouAanThrG 
601 AATCTGTAATTATGAATGCAATAACGTCTCTCTCTTATCAAATCAATGGAGCTGCAAATA_^ 
100> luSorVallleMetABnAlallaThrSarLauSarTyrGlnllaABnGlyAlaAlaABnA 

BspHI 

661 ATAGCGGGTGTGGGGC ACCTGTTC ATGACCCAGATT ATATCGGGGGGATAGGCAAAGAAC 
l.^O^enSerGlyCyaGlyA) a?rpv.4iHlBABp,ExoABpTyrIleClyClyIleGlyLyBGluL 

721 TTATTGTGGATGACGCTAGTGATGTCACATCATTCTATCCCTCTGCGTTCCAAGAACACC 
140>auIleValABpABpAlaSerAflpValThrSarPhaTyrProSarAlaPheGlnGluHiaL 
781 TGAACTTTATCCCGGCACCTACTACAGGATCAGGTTGCACTCGGATACCCTCATTCGACA 
160>euAenPhaIlaProAlaProThrThrGlySarGlyCyBThrArgIlaProSarPhaA8pI 
841 TAAGCGCTACCCACTACTGTTACACTCACAATGTGATATTATCTGGTTGCAGAGATCACT 
IBO^loSarAlaThrHlflTyrCyBTyrThrHiaABnValllaLauSorGlyCysArgABpHlBS 
901 CACACTCATATCAGTACTTAGCACTTGGCGTGCTTCGGACATCTGCAACAGGGAGGGTAT 
200^ orHiBSarTyrGlnTyrLauAlaLauGlyValLeuArgThrSerAlaThrGlyArgValP 
961 TCTTTTCTACTCTGCGTTCCATCAATTTGGATGACAGCCAAAATCGGAAGTCTTGCAGTG 

■ -->-?20*-Ua^Plio-3s^^^^^ 

TGAGTGCAACTCCCTTAGGTTGTGATATGCTGTGCTCTAAAATCACAGAGACTGAGGAAG 

alSarAlaThrProLouClyCyBABpMatLeuCysSarLyelleThrOluThrGluGluG 



1021 
240^ 

Clal 



Clal 

1081 AGGATTATAGTTCAATTACGCCTACATCGATGGTGCACGGAAGGTTAGGGTTTGACGGTC 
260> luABpTyrSarSarllaThrProThrSerMetValHiBGlyArgLeuGlyPhaAepGlyG 

1141 AATACC ATGAG AAGGACTTAGACGTC AT AACTTTATTTAAGG ATTGGGTGGCAAATTACC 
280^ laTyrHtflGluLyBABpLauABpValllaThrLeuPheLyaAapTrpValAlaAsnTyrP 

1201 CAGGAGTGGGGGGTGGGTCTTTTATTAACAACCGCGTATGGTTCCCAGTCTACGGAGGGC 
300>roGlyValGlyGlyGlySerPheIlaABnABnArgValTrpPhaProValTyrGlyGlyL 

1261 TAAAACCCAATTCGCCTAGTGACACCGCACAAGAAGGGAGATATGTAATATACAAGCGCT 
320>-auLyBProABnSarProSarABpThrAlaGlnGlaGlyArgTyrValIlaTyrLy8ArgT 

1321 ACAATGACACATGCCCAGATGAACAAGATTACCAGATTCGGATGGCTAAGTCTTCATATA 
340^yrAanABpThrCy8ProA8pCluGlaA8pTyrGlaHoArgMatAlaLyaSarSarTyrL 

1381 AGCCTGGGCGGTTTGGTGGAAAACGCGTACAGCAGGCCATCTTATCTATCAAGGTGTCAA 
360^yeProGlyArgPheGlyGlyLy8ArgValGlnGlnAlaIleLeuSerIlaLy8ValSerT 

1441 CATCTTTGGGCGAGGACCCGGTGCTGACTGTACCGCCTAATACAATCACACTCATGGGGG 
380^hrSarLeuGlyGluAflpProValLauThrValProProABnThrIleThrLeuMatGlyA 

1501 CCGAACGGAGAGTTCTCACAGTAGGGACATCTCATTTCTTGTACCAGCGAGGGTCTTCAT 
400^1aGluArgArgValLauThrValGlyThrSarHi8PheLauTyrGlnArgGlySerSarT 
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1561 ACTTCTCTCCTGCTTTATTATACCCTATGACAGTCAACAACAAAACGGCTACTCTTCATA 

420^ yrPhoSerProAlaLeuLeuTyrProMetThrValAsaAanLyflThrAlaThrLouKieS 
162 1 GTCCTTAC ACATTC AATGCTTTC ACTAGGCCAGGTAGTGTCCCTTGTC AGGC ATCAGCAA 

44 0^ erProTyrThr PhoAenAiaPheTbrArgProClySerValProCyaGlnAlaSorAlaA 
1681 GATGCCCCAACTCATGTGTCACTGGAGTTTATACTGATCCGTATCCCTTAGTCTTCCATA_ 

460^ rgCysProAanSorCyflValThrGlyValTyrThrAflpProTyrProLouValPheHl'sA 
1741 GG AACC ATACCTTGCGGGGGGTATTCGGG ACAATGCTTGATG ATG AAC AAGCAAGACTTA 

480> rgAsnHisThrLauAraGlyValPhaGlyThrMetLouAapAspGluGlnAlaArgLeuA 



1801 ACCCTGTATCTGCAGTATTTGATAACATATCCCGCAGTCGCATAACCCGGGTAAGTTCAA 

500^ snProValSorAlaValPhoAapAaxiIleSerArgSdrArglleThrArgValSerSerS 
1861 GCCGTACTAAGGCAGCATACACGACATCGACATGTTTTAAAGTTGTCAAGACCAATAAAA 

520^ arAroThrLyaAlaAlaTyrThrThrSarThrCyaPhGLyaValValLyaThrAanLyaT 
192 1 C ATATTGCCTC AGCATTGCAGAAATATCC AATACCCTCTTCGGGG AATTC AGGATCGTTC 

540> hrTyrCyaLeviSerlloAlaGluIlaSarAanThrLeuPhaGlyGluPhoAralleValR 
1981 CTTTACTAGTTGAGATTCTC AAGGATGATGGGATTT AAGAAGCCAGGTCTGGCC AGTTGA 

560^ roLauLeuValGluIloIieuLyaAap 



2041 GTCAACTGCGAGAGGGTCGGAAAGATGACATTGTGTCACCTTTTTTTTGTAATGCCAAGG 
- *• •■ 2i01 ATCAAACTGGATAee<?€eGCGAGGCeG^^^i'e-e^^ 



2161 GTACTAATATGATTAGTCTTAATCTTGTCGATAGTAACTTGGTTAAGAAAAAATATGAGT 
222 1 GGTAGTGAGATACACAGCTAAAC AACTCACGAGAG AT AGC ACGGGTAGGACATGGCGAGC 
2281 TCCGGTCCCGAAAGGGCAGAGCATCAGATTATCCTACCAGAGTCACATCTGTCCTCACCA 
2341 TTGGTCAAGCACAAACTGCTCTATTACTGGAAATTAACTGGCGTACCGCTTCCTGACGAA 
2401 TGTGACTTCGACCACCTCATTATCAGCCGACAATGGAAGAAAATACTTGAATCGGCCACT 
2461 CCTGACACTGAGAGGATGATAAAGCTCGGGCGGGCAGTACACCAGACTCTCGACCACCGC 
2521 C 



Pstl 
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BspHI (3789) 



BspHI (2 




Cial (683) 



Pstl (1387) 
EcoRI (1542) 
Hindlll (1597) 
Sacll (1655) \ EcoRI (1609) 
Pstl (1615) 



BspHI (36 



BspHI (3644) 



BspHI (2636) 




Cla! (683) 



S/ BspHI (1106) 



Noti (1500) 



BspHI ^(4662) clal (683) 

EcoRI (701) 
>stl (707) 

(737) 



HI (1133) 




Sacll (2528) 
Notl (2518) 

Pstl (2488) 



Clal (1556) 



Psll (2260) 
EcoRI (2482) EcoRI (2415) 



I 



3- 11 
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KpnX (1) 




EcoRI (4059) 
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FTq.I3 
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poly-A 



promoteur promoteur 
. SV40 CMVc 




poly-A 



Sl5 
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Sail (4289) 



EcoRI (396) 



Sacll (803) 




BamHI (1443) 



Clal (2894) 



Xbal (3067) 



Xbal (843) 
Cial (1016) 




Sad (327e> 

NotI (3268) r ^ 

Sacll (3107) BamHI (2467) 



-FTq. Jg 
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UL3 

1 GGTACCGAGATCCCCTCTGTGACAGAAGTTCTATATGGAGCCTCGTCTATTGACTGTGTT 

!► GlyThrGluIleProSerValThrGluValLeuTyrGlyAlaSerSerlleAspCysVal 

6 1 TCCGGATCGTACGAATGTCATGATACGCATTCTCATGTTACTCCGGACC ACGC AAAAG AC 
21 ► SerGlySerTyrGl uCysHi sAspThrHi sSerHi sVal ThrProAspHi sAlaLysAsp 

12 1 GTAGCCGTCC AAGGGC ATGTCAAAACGAATAAC ACCGAAGATGTAGAATCTTTGG ACTCG 
41^ ValAlaValGlnGlyHisValLysThrAsnAsnThrGluAspValGluSerLeuAspSer 
18 1 TGTGGCTTTGACAGTGTTTTCATG ATATTTTCATTCGG^ 

61 ► CysClyPheAspSerValPheMetllePheSerPheGlyGluLeuGlyArgArgGlnLeu 
241 ACCGATAACATTCGAAAAGACATTTGTACTTCCCTAGACAGAGTTCCGATGGCATGTACT 
81 ► ThrAspAsnlleArgLysAspIleCysThrSerLeuAspArgValProMecAlaCysThr 
301 AAG ACGTCCGC ATTTGC AGGTGC AAATAG AC ATC AG AAAAGTTTGC AG ATGTT^ 
101^ LysThrSerAlaPheAlaGlyAlaAsnArgHisGlnLysSerLeuGlnMetPheLeuPhe 
361 TGCAAGAGAAGACATGCCCCGCAAATAAGGGCTCGCCTAAAAGACATTATTTCGTCAAGA 
121 ► CysLysArgArgHisAlaProGlnlleArgAlaArgLeuLysAspIlelleSerSerArg 
42 1 AAGTCAAGAAAATATTTTACGCAGTCCGAGGATGG AGAAACTC ACCCCGGTGTGCCAGTT 
14 1 ► LysSerArgLysTyrPheThrGI nSerGl uAspGlyGl u ThrHi sProGlyVa 1 ProVa 1 

481 TTCTTTCACGAGTTTGTAGCCCATGCCCCGGTATTTATTCCACGCGACAATCTTG^ 
161^ PhePheHxsGluPheValAlaHisAlaProValPhelleProArgAspAsnLeuAlaHis 

541 GCCTGTCGC AG ATTGGCC AGGC AT ATG ACTGGAGG AATGGCGTGTTG ACTTACGTGGGCG 
ISl^'AlaCysArgArgLeuAlaArgHi^MetThrGlyGlyMetAlaCys' * • 

601 CGCCTCTGGGTGGAACCCAGCGCTAGAACATTTATACCTGCCCCATTGCGAAAGTTACTC 

UL3.5 

66 1 AGAACGCGAATATTGC ACTTCCTGGACTATGAAGTACGGTC AGGCTGCTATTGC AACTGA 

!► MetLysTyrGlyGlnAlaAla I leAlaThrAs 
721 TATGGACTTTGCCCGCATGTCTCGCCAGCCTCCACGGAAGAACTCCAGGTGCTCTTCGGC 
11 ► pMeCAspPheAlaArgMetSerArgGlnProProArgLysAsnSerArgCysSerSerAl 
781 ACGC ACGGCTGCGTTAC AGGGTAATGGATATTGCTTTCTACCGAAGTCGGAAAAGTTGCC 

841 TGAGCTACCCTCTAGACATTTCGAGACCCGATTTTCCTCACTACTACCTCCAGCTGCAGC 
51 ► oGluLeuProSerArgHisPheGluThrArgPheSerSerLeuLeuProProAlaAlaAl 

901 TAAGTG AC AGCAACTATG AAGGTC AACTC ATTTCCGC AATGCG ACGC AATAATTAAATGC 
71 ► aLys • • • 

961 TCGTATTTCATAATTTGGTGTTTATTACTTTTATTTATTCC^^ 

179^ ' - 'CluGluLeuLeuGlyAlaHisAr 
1021 TTGCCGCAAACTCTACAAGATCTCGAGGAACGCTTTCCTCTGGACACTCCAGCGATTCTG 

170^ gAlaAlaPheGluValLeuAspArgProValSerGluGluProCysGluLeuSerCluPr 
108 1 GAGAGGATTGGGAACATGTGGGGGTGGTGTGCGCGCTAGATGCTAGATCTTCCGGGGTTT 

150^ oSerSerGlnSerCysThrProThrThrHisAlaSerSerAlaLeuAspGluProThrGl 
1141 CGTATATGGTTACAGTTAAGTG AGCGACGCCC AAAAAATTC ATC ATGGTGATGTTGCCGC 

130^ uTyrlleThrValThrLeuHisAlaValGlyLeuPheAsnMetMetThrlleAsnGlySe 
1201 TGCTCCACCGTTCTCGCGTTCCTCCGCGCCCTAGAAACCAACATGCCGAGAACTGAAAAG 

110^ rSerTrpArgGluArgThrGlyGlyArgClyLeuPheTrpCysAlaSerPheGlnPheAl 

1261 CTAATGTTTCTCCTGAGGGTCCTCGGTGAGAACCArrCCGCTCCAAACAGTATGCGCAAA 
90^ aLeuThrCluGlySerProGlyArgHisSerGlyAsnAcgGluLeuCysTyrAlaCysPh 

1321 ATTCTTCTTCACAGTCTACAGCGATCATTGTTGCGACGGGATTGTGAATTACTATTACT^ 
70^ eGluGluGluCysAspValAlalleMetThrAlaValProAsnHisIleVallleValLy 
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1381 TCCCGGGTGGTAATTGGTGGCGATAC ATTTTATTTCCGATGC AAATAJ^CCGC AT^ 
50^ sGlyProProLeuGlnHisArgTyrMetLysAsnClylleCysIlePheArgMecClyCl 

1441 CATCGCATGAGTATACTACTTGTTCGTATTCGGTGGCCGAGCCATGCCCCAAGCCTTGGA 
ZO<yAspCysSerTyrValValGlnGluTyrGluThrAlaSerGlyHisClyLeuGlyGlnVa 



150 1 CTCCTACCATTACGTAGCTTATGAAAATCATGTTCTCGGGACGAGGAGGGTATGC AACAC 

10^ IGlyValMetValTyrSerllePhelleMet 
1561 TOO AAACG ACGGTGGG AAACTG ATTTTAAAGCC ACGCGTGTGGCTACTTTTG AGG AT^ 



162 1 TATACTAGTCGCGTTTCTTTGCATCTGAGCGCGCGAAGAATGTGTTGGCTTACTTG 

SZ9< yrValLeuArgTbrGluLysCysArgLeuAlaArgLeuIleHisGlnSerValGlnArgT 
1681 GTATCTTCGTATTTCGTTCGCAGGGGGTTTAAGl^CATGCGC AAATATTC 

819 < hrAspGluTyrLysThrArgLeuProAsnLeuAsnMeCArgLeuTyrGluSerSerThrV 
174 1 ACTCTAGAC ATTGCTACGTATGCAGTATTTAATTTCATTGTTCCGTGAG AAAAACATA^ 

799^ alArgSerMeCAlaValTyrAlaThrAsnLeuLysMetThrGlyHisSerPheCysIleA 
1801 GCTACCCTGTCTAAACTTAACCCTTGAGATCGTGTCATCGTCATTGCAAGGCTCG AACTT 

779^ laValArgAspLeuSerLeuGlyGlnSerArgThrlleThrMetAlaLeuSerSerSerl 
1861 ATTCCGTGGTCAATTGTTATGGCCATCCTTAATTCCTGTCC ACCTATATTATCGAC A^ 

759^ leGlyH-isAspIleThrlleAlaMetArgLeuGluGlnGlyGlylleAsnAspValPheT, 
192 1 GTTGCTTTGTTATGGCACAGGACTGAAACGAACCCCATTTGATCCCT^ 

739^ hrAlaLysAsnHi sCysLeuValSerValPheGlyMe tGlnAspArgVa IVal LeuArgP 
1981 GGCAAGTCTAGCATTTGTAAAATTGGCTCGGCCCATTCGTGGGCTT^ 

719^ roLeuAspLeuMetGlnLeuIleProGluAlaTrpGluHisAlaLysSerThrAspGluA 
2041 GO ATATCCCGG AAATCTTGCTCGCGTAATCCCGCGTAAGGTAT ATGTGTCGGTTTG AGO A 

699 < laTyrGlyProPheArgAlaArgThrlleGlyArgLeuThrTyrThrAspThrGlnAlaA 
2101 GC AAATGC AC ATACTGCTCCCTTGAAACTGG AGATAGAAATTTCTTG ACTTG AG AAAG A^ 

679^ laPheAlaCysValAlaGlyLysPheSerSerlleSerlleGluGlnSerSerPheSerA 

2 16 r GCCGTTCCG ACGAATG AGCTAAAGGGGGCGGC ACT 

659^ laThrGlyValPheSecSerPheProAlaAlaThrPheValSerGlyPheLeuGluCysL 
2221 AGC ACCGCGTAACGTAAAGTATAAATTCTTTTCATCTGCTCGAAATAACTAAATATTTCT 

639^ euValAlaTyrArgLeuThrTyrlleArgLysMetGlnGluPheTyrSerPhelleGluG 
2281 TGACCGTGGACATCGCTCCCGCAAATCTCATAATTTAGATAGAATTGATCTAACGACTTA 

619^ InGlyfiisValAspSerGlyCysIleGluTyrAsnLeuTyrPheGlnAspLeuSerLysA 
2341 TCAAAAATATCGAATAAATCATCTTTGTCATTCACATCGGC ATTCGGACATTCATCTTCG 

599^ spPhelleAspPheLeuAspAspLysAspAsnValAspAlaAsnProCysGluAspGluA 
2401 TTAAAACAAAATTTTTCACCATTTCCCATGTCAAAGTTCTGAGTTTC 

579^ snPheCysPheLysGluGlyAsnGlyMetAspPheAsnGlnThrGluProGluProMecA 
2461 GCTAGGGAGTAC AACCTCTC ATACGCC ATTGTTAATTTATCTTCGGGGAGGCCCTCTGTT 

559^ laLeuSerTyrLeuArgAspTyrAlaMeCThrLeuLysAspGluProLeuGlyGluThrA 
2521 CGGAGAAATTCGTAAAATTTAATCATCCCATAGTATAGCAAGGTCGACAGAAAGTGATAG 

539^ rgLeuPheGluTyrPheLysIleMetGlyTyrTyrLeuLeuThrSerLeuPheHisTyrA 
2581 GC AAATTCTACTTTGTCTTCTCCATACGTCTTGAGAAAGCTATCTTCGG ATAATAC ATC 

519^ laPheGluValLysAspGluGlyTyrThrLysLeuPheSerAspGluSerLeuValHisA 

2641 GCGAATTTTTCAAATGTTCCCTCAAAACCGAAGATCAATTTT^ 
499^ laPheLysGluPheThrGlyGluPheGlyPhelleLeuLysLysValLysLysThrValT 

270 1 GTGATCTGGCTATTGAGTACGTGCGAGGCATCAGTCGTTACTAGTGTATATTCATTACTC 
479^ hrlleGlnSerAsnLeuValHisSerAlaAspThrThtrValLeuThrTyvGluAsnSerC 
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2761 TCATCTCGATGGTATTCAAATCTGGGCGCGGTCACATCTAGATCCCTGCTCTGTGAATAG 

459 < luAspArgHisTyrCluPheArgProAletThrValAspLeuAspArgSerClnSerTycA 
282 L TTTCCAAGGCGAGAGGAATTCTTTTCCAGCCAGCGATCAATATTTAGTGTCTCTTGACCC 

439^ snGlyLeuArgSerSerAsnAsnGlnLeuTrpArgAspIleAsnLeuThrCluGlnClyT 
2881 GTCAGGGATrrATACTTTTCAAATGCCGCCATATCTACTATTGTATACATCGGCAGGAGA 

/il9i hrLeuSerLysTyrLysGluPheAlaAlaMetAspVallleThrTyrMetProLeuLeuP 
294 1 AATACCCTATATTTTTCAGATTTCTGTGCACGAAGCTrrcCGTGCAATTTAGAAACGTAT 

iSS< heValArgTyrLysGluSerLysClnAlaArgLeuLysAlaHisLeuLysSecValTyrC 
3001 TCTTTAACTTCTTCGTCGG ACGAGAAAAGCCTAGTCC ATCCAGGAAGCTTTG ATGGATCT 

379^ luLysValGluGluHisSerSerPheLeuAcgThcTrpClyProLeuLysSeirProAspL 
3061 rrGATGAATCATTCTCATACAATCAACTGATCTAAGAATCTGGCATGGCGTTCTGTCAAA 

Z59i ysIlePheSecGluSerValllePheClnAspLeuPheArgAlaHisAcgGluThrLeuP 
3 12 1 GGTAACCCAAATTCAAATGCCTTTAATACTTCTCCG AAAGC AGGCTCCGAGCATCGTTTA 

339^ coLeuGlyPheGluPheAlaLysLeuValGluGlyPheAlaProCluSerCysAcgLysA 
3 18 1 TTATTAATAAAGATCGCCCACTGCTTCTTGATATTC AGGACTGAAAAC AGTGTAGG AGTA 

319^ snAsnllePhelleAlaTrpGlnLysLysIleAsnLeuValSerPheLeuThrProThrC 

3241 C AAATAAGATTACTTAAAATCTTTATGCTGCTGGATATAAGGTGTCGTTGATTTCTGTGC 
299< ysIleLeuAsnSerLeuIleAsnlleSerSecSerlleLeuHisArgClnAsnArgHisG 

3301 TCGAAGCTGCTTTCCATTGCGTCTGTCTCTGTAGGGGAGCCAATGCACACGATCACTG^ ^ 
279'<"luPhesVrSerG2uMetAIaAspThrG2nThrProSerGlyrieCysV'alIle(/aIProL 

3361 TTCTTCCCGTCCTGATAC ATAGGCGTTTTCCACAATGCATTC ATGAGCCACCACGAATAT 
259 •< ysLysGLyAspGlnTyrMetProThrLysTrpl^euAlaAsnMetLeuTrpTrpSerTyrV 

3421 ACTATTGCAGTCAATATATGTTTCCCTAAAACTCC AGCCTCATC AACAAGGATAATGTTG 
239^ allleAlaThrLeuIleHisLysGIyLeuValGIyAlaGluAspValLeuIielleAsnS 

3481 CTTTTCACAAATGGAGGCATAGAGGAAATTAGGAAAGGTGCAAGGTTTACAAATTTGCGT 
219 ^ erLysVa 1 PheProProMetSerSerll eLeuPheProAlaLeuAsn Va 1 PheLysArgS 

3541 GAAGTTTTCTGCTGGAGTGTTTGAAGGACAGACAAAGCTACCGGAGATGCCGTGTCTATG 

3601 GCGCGTGC AGTAATCTCCTTTATCACGTCCC AATAATAATAAATGTCGGCCATTTGATGT 
179^ laArgAlaThrlleAspLysIleValAspTrpTyrTyrTyrlleAspAlaMetGlnHisG 
366 1 TCTCCCAACGAACGTTGTTCGTGAGGTTTTTCAAACTTGAATCGTCCTAGCACAGCCTGT 
159< luAlaLeuSerArgGlnGluHisProLysGluPheLysPheArgGlyLeuValAlaGlnV 
3721 ACGTTGTTTCCTTTCAAGCCAAAGTTTTGAAAAATAGTATGAATGGGACAAGAGGTGTAA 
I29i alAsnAsnGlyLysPheClyPheAsnClnPhelleThrHisIleProCysSerThrTyrS 
3781 GAGGCAGATAGCTTATTCAAGATATTAAGAGCAGCTATGCGCGTTGAGCC AGTAACGATG 
119'i erAlaSerLeuLysAsnPhelleAsnLeuAlaAlalleArgThrSecGlyThrVallleC 
3841 CAATTCAATCTTTCATTAAGAGTTTGAATGCAAGTACTmTCCTGAGCCGGCGTTACCG 
99< ysAsnLeuThrGluAsnLeuThrGlnlleCysThrSerLysClySerClyAlaAsnGlyT 
3901 GTGATTAGATAAACATTAAATGGTAATTCCGCCAGAGGCAAAGTGGTCGGTTCATCTAAA 
79'<hrrieLeu'iyrValAsnPheProZ,euGiuAlaLeuProLeuThrThrProGIuAspLeuA 
3961 CGTCCCACAGTCTCAAACCAAGACAGTTGCGGCTTGGAGTCTTCATGAACAGCTTGTTCT 
59< rgAlaValThrGluPheTcpSerLeuGlnProLysSecAspGluHisValAlaGlnGluS 
4021 GATAGGATTGTAATCTCCGATAAAATCGCCTGAATGCTCTGCATTGCCGAAAAATTTAAG 
394 erLeuIleThrlleAspSerLeuIleAlaGlnlleSerGlnMeCAlaSeirPheAsnLeuT 

UL5 

4081 TAAACAGGAGTCGTGATTTCTATTTCCCGCCTGCTCTTCCCCGAAAATGGACATGCCATT 
I9i yrValProThrThrIleGluIleGlV''^rgArgSerLysCiySerPheProCysAiaMeC 

4141 TTCCCAATTGCGTCAGGTACC 
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